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描 ■ -耳=コ
近年､ エ ス テ ル 結合( - C O- 0 - ) お よ び ア ミ ド結合( - C O- N 正 一 )を有
す る薬物(医薬 ､ 農 薬な ど)､ 例えば プ ロ ド ラ ッ ク の 開発 が特発 と な り当該
物質 の 代謝 , 薬 効 ､ 毒 性な ど を評 価す る 上 で , エ ス テ ラ ー ゼ は 重要な 役割を
演 じ て い る ｡ エ ス テ ラ ー ゼ の 関与 す る薬物代謝 の 研究 と し て ､ 古く ほ プ ロ カ
イ ソ (K is ch et al. , 1 9 43)､ 数種 の カ ル ポ ソ 酸 ア ミ ド の カ ル バ ミ ル グ ル ー
プ (Bay et al. , 19 49) ､ 抗 う つ 薬 で あ るイ ソ カ ル ポ キ サ ジ ド(I S O C)
(schw a rtz , 19 6 0; 1 96 1a ; 19 61b)な ど が あ り ､ 最近 で は ア セ トア ニ 1)
ド(Ha uge n a nd Sutti, 1974; Ar ndt et al り 1978)､ オ キ ザ ゼ パ ム エ ス
テ ル 類(M aks ay et al. , 1978), ス テ ロ イ ドホ ル モ ン (Osbim a et al l ,
19 8 0)､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (V inin g, 1 9 7 5;Ktlhn a nd Heym a n n,
1 982), お よ び月旨質代謝(M entlein et al. , 19 8 4)､ な ど に 関し て の 報告
が あ る . こ れ ら の 薬物ほ 代謝 され る尊 に よ り , 例えば ア ト ロ ピ ソ (M o og
a nd Krisch, 1 9 7 4; Am m o n, 1 9 7 7)や ､ プ ロ カ イ ン (Cohe n a nd Or21e Ch,
1976; 1 9 7 7;Satoh a nd Mo r oi, 1 9 7 7)ほ そ の 薬理活性 を失 い ､ 一 方 フ ェ
ナ セ チ ン (Be rnham m e r a nd Kris ch, 19 65)､ I S O C(Schw artz , 196 1a
; 19 61b ;Gr e e n, 19 64 )ほ活性化され るo こ れ ら の 加水分 解反 応 の 結果 と し
て ､ 多く の 薬物 は 解毒 ､ 排滑 - の 代謝 と な る も の の , フ ェ ナ セ チ ン で は メ ト
- モ グ ロ ピ ソ 血症 の 増加 r(IIeym a n n et al. , 19 69), プ ロ カ イ ン で は ア レ ル
ギ ー 反 応 の 発 生 (H eym a n n, 19 8 2) と な る 事 も知 ら れて い る . また プ ロ ド
ラ ッ ク で あ る ビ バ ア ン ピ シ リ ソ ほ ア ン ピ シ リ ソ に 加水分 解(Heym a n n,
1 9 8 2)さ れ薬 効 を 発 し ､ 更に ､ 種 々 の 炭素鎖 把 よ り エ ス テ ル 化 し た サ リ チ
ル 酸誘導体を , サ リ チ ル 酸の プ ロ ドラ ッ ク と する 研究(In o Ⅶe et al リ 197 9
ち)も エ ス テ ラ ー ゼ と の 関連で 行わ れ て い る ｡
薬物 の エ ス テ ル 結合 と
●
ア ミ ド結合 を 区別 し て そ れぞ れ特異 的に加 永分解 す
る 酵素ほ 極め て 少な く ､ 今 日､ エ ス テ ラ ー ゼ と ア ミ ダ ー ゼ の 間で は 厳密 な区
別 が な され て い な い . 従 っ て ､ 本研究 にお い て も エ ス テ ラ ー ゼ / ア ミ ダ ー ゼ
と し て 両 者を包 括 し ､ 非特異的 エ ス テ ラ ー ゼ と し て 扱う事 と し た ｡ 基質特異
-
1
-
性 の 低 い こ の エ ス テ ラ ー ゼ は ､ そ の 局在部位 お よ び 基 質特異性 把 基 づ い て ､
コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ (C h E) とカ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ (C Ea s e) の 2 つ
に大別 され る . A ldridge (1 953) 紘 , こ の エ ス テ ラ ー ゼ を有機 リ ソ 化合 物
で あ る パ ラ オ キ ソ ソ に よ る 阻害に 基 づ き ､ 有機 リ ソ 化 合物 を基質 と し加水 分
解す るA - エ ス テ ラ ー ゼ と ､ 有機 リ ン 化 合物 に よ り顕 著 把 阻害 され る B - エ
ス テ ラ ー ゼ に 分 類 し ､ そ の 後､ Be rgTn a n net al. .( 1 9 5 7) は ､ 有機 リ ソ 化
合物 を加水 分解 せ ず ､ 阻害も さ れな い C - エ ス テ ラ ー ゼ を追加 し た(Table
1)0
T ab Ie l エ ステラ ー ゼのタイプの分類の基準
エ ステラ ー ゼのタイプ paraoXO凸 4 - chloroazerc u ribenzoa【e 基質還好性
との関係 またはH g2
-
A - エ ステラ ー ゼ
(アリルエ ステラ ー ゼ､ ary卜
esterases)
B - エ ステラ ー ゼ
(力ルポキシル エ ステラ ー ゼ､
carboxyLesterases)
基 質 阻害剤
阻害剤
C - エ ステラ ー ゼ
(アセチルエ ステラ･ - ゼ ､ acety ト . 影響なし
esterases)
芳香族エ ステル
彩曹なし 胎肪族エ ステル
活性化剤 アセチルエ ステル
本研究 で 扱う カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ル ､ カ ル ポ キ シ ル ア ミ ドお よ び カ ル ポ キ
シ ル チ オ エ ス テ ル の 加水分解を 触媒す る 非特異 的 C Eas e(E . C . 3. 1. 1. 1)
(Heym an n, 1 9 8 2)ほ ､ こ の 分 類に お け る B - エ ス テ ラ ー ゼ の 総 称 で あり ､
多 く の 晴乳 類の 組織 に 分 布 し て い る o 中 で も 肝 臓に お け る 活 性が最 も高 く
(Junge a nd Kris ch, 1 97 5 ;M o r o
'
i a nd Satoh, 1 97 5;M or oi a nd Ktlga,
198 0)､ そ の 他 ､ 腎臓(Eris ch, 1971 ; Ec ob icho n, 1 97 3 ; B6ckin g et
- 2 -
al. , 19 76) ､ 腸 管L(Ka m at a nd Po r e, 1 9 72 ; FⅦkuda et al. , 1978;
In o u e et al. , 1979) お よび脂肪組織(Ts uji ta et al. , 19 8 2), 更に､ 脳
(Eto and Su z uk i, 1 9 73)お よ び 血清(Chotldhu ry, 197 6) に も存在する .
ま た ､ 肝細 胞内 の 分 布は 主 に ミ ク ロ ゾ ー ム (M B)膜 結 合 の 状 態 で 存 在 し ､
以下 , ミ ト コ ン ドリ ア ､ リ ソ ゾ - ム ､ 徴 の 順 に多く ､ 可溶性画 分 (Cyto s ol)
に は は とん ど存 在 し な い (M o r oi a nd Satoh, 197 5; B
.
6ck ing et all , 197 6
; Ftlkuda et al. , 1978;M o r oi a nd Ku ga, 1 98 0)o C Ea s e は そ の 特性中
心 に リ ソ 酸 化 さ れ る セ リ ソ を 有す る酵素 の 1 つ で あり( Angn steyn et al一 ,
1 969 ;Krisch, 1971 ;Dudman and Ze r n e r, 1976; Heyrn a n n, 1 98 0;
M entlein et al. , 19 84)､ そ の 分子量ほ 18万(Ju nge et all , 197 4) - 2 1
万 (Satoh a nd Mo r oi, 1972)で あ る と報告 され て い る o 肝 M s に存 在する
C Ease が , フ ユ ノ パ ル ビ タ ー ル (Satoh a nd Moroi, 197 3a ; Raftel let
al. , 1 9 7 7)や D D T(So n a w a n e a nd En o wle s, 1 97 2)に よ り酵素誘 導 され
る 事 ､ お よ び 3 - メ チ ル コ ラ ン ス レ ン(Raftellet al. , 19 7 7)で は 誘導さ
れ な い 尊は す で に知 ら れ て い る尊 で あ るが ､ 最近 ､ Nou siain e n et al.
(1 9 8 4)ほ ､ 発 癌 物質 で あ る ベ ン ツ (a) ア ン ト ラ セ ソ ､ ベ ン ツ(a) ピ レ γ
お よ び 3 - メ チ ル コ ラ ン ス レ ン が , 肝 M s で は なく ､ 肝 Cyto s ol にわず か に
存在す る C Ea s eを 誘 導 し , そ の 誘 導が 発癌性 の 強さ に相関 す る とも報 告 し
て お り ､ こ の 分 野 に お け る CE a s e の 役割も 興味深い .
一 方 ､ 有機リ ソ 化 合物が C h Eの 強力な阻 害剤 で あ る事は 周知 の 事 で あ る
が , こ の ChE よ り C Ea s eほ 有機 リ ン 化 合 物 に 対 し て さ ら に 感受 性 が 高
く (DuBois et al. , 1968 ; Slユ et al. , 1971 ; Che n et al. , 1 972 ;
Mu rphy a nd C he e v e r, 1 9 72 ; Satoh, 1973 ; Satoh a nd Mo r oi, 1 973 b ;
M o r oi a nd Ku ga, 19 82)､ 有機 リ ソ化合 物が C h Eと反応す る 前に C Ea s e
は 有機 1) ソ 化合物 と 非可逆的 に結合 し ､ ス カ ベ ン ジ ャ ー と して作用し, そ れ ら
を 取 除く(Fo n n urn a nd Ste r ri, 19 81) 薬 物 結 合蛋 白 と し て の 役割 り の あ
る 事 も知られ て い る ｡ こ の 事 実ほ ､ エ ス テ ル 結合 を含 む異物 の 毒性を検索す
る 上 で C Eas e 活 性を 指標 とす る尊 の 有用性 を示 し て い る o
本研究は ､ エ ス テ ラ ー ゼ の 生 化学並 び 托薬理 学研究の 一 環 とし て実施 さ れ
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た も の で ､ 肝 M s C Ea s eの 有機 t) ン 化 合物 に よ る阻害 と ､ そ の 阻害に お よ
ぼす肝 Cyto s ol や N A Dを主 とす る種 々 の 補 酵素添加 の 影 響 ､ お よび その作用
発現 の 詳細 な磯序を知 る 事 を 目的 と し て 実施 し た も の で あ る ｡
こ こ で 行 っ た 研 究内容 は ､ 次 の 5 項 目 に 要 約す る事 が 出来 る o
1) 有機 リ ソ 化合物 の 1 種 で あ る 0 - エ チ ル 0 - パ ラ ー ニ ト ロ フ ュ エ ル フ
ュ エ ル フ ォ ス 7 オ ノ チ オ エ イ ト (E PN) に よ る C Eas e 阻害に 対す る肝
cyto s ol添加 の 影 響 , お よ び そ の 影 響 の 作 用 機 序 を知 る 目 的 で ､ 絶食並
び に 非絶食 ラ ッ ト 肝 Cyto s ol や ､ 種 々 の ビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド類 似体
を授与 し た ラ ッ ト 肝 Cyto s ol 添加 の 影 響を検 討 し た ｡
ま た ､ Cyto s ol 中 の ピ 1) ジ ン ヌ ク レ オ チ ド量 ､ M s 薬物代謝酵 素活性､
更 に ､ イ ソ キ ュ べ - シ ョ ソ 混 液中 で の E P No x o n生成量な ども 検討 した o
2) ピ 1) ジン ヌ ク レ オ チ ド括抗物質 と し て知 ら れ て い る 6 - ア ミ ノ ニ コ チ ン
ア ミ ド(6 - A N)投与 の ラ ッ ト 肝 Cyto s ol 添加 に より C Ea s eの E P N に
ょ る 阻害 が増強さ れ た 尊 か ら ､ 6 - A Nの 薬 物代 謝酵 素 系 - の 影 響を知 る
目 的で , 6 - A N投与 時 の ア ミ ノ ピ t) ソ お よ び - キ ソ パ ル ビ タ
ー ル の ラ ッ
ト血 中濃度お よ び 肝薬物代謝酵素 活性 の 変動 な ど を 検討 し た ｡
3) 次 に ､ 有機 1) ソ 化合物 に よ る C Ea s e阻害 に対 す る N A Dの 作 用 に 注 目
し ､ ま ず種 々 の 有機 .) ソ 化 合物 に よ る C Ea s eとC h E阻 害 の 構 造 活性 相
関を検 討し , 更 に､ N A D添加 の影 響 ､ 0Ⅹ o n体 の 生成 な ど に つ い て も 検
討 を加 えた ｡
4) そ の 結果､ C Eas e の 有機 T) ソ 化合物 に よ る阻 害が N A D添 加 に よ り増
強 された 尊 か ら ､ 更 に , C Ease と E P Nと の 結合 ､ お よ び S fⅠ基 阻 害剤
添 加 の 影 響 な ど に つ い て 検討 し ､ ま た ､ 酵素材料 と し て 用 い た M s に対
す る種 々 の 前処理 の 影響 に つ い て も検討を加 え た .
5) N A D添加時 に 見 られる C Ea s e の 有機 リ ン 化合物 に よ る 阻害 の 増強 に ､
肝 M s 内在性 デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ の 関与 が考 え られ た ｡ そ こ で ､ 種 々 の ビ リ
ジ ン ヌ ク レ オ チ ド類似体 の デ ヒ ト ロ ゲ ナ - ゼ に対 する 補酵 素能お よ び
ox on 体 の 生成 ､ チ ト ク ロ ー ム P - 4 5 0の 関与 な ど に つ い て検討 を加 え ,
最後 に ､ E P Nの C Ea s e阻害 に対 す るN A Dに よ る 阻害増強作用 に つ い て
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の 作用機序 を検討 した ｡
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第層編 有機臣1ン絶食物による別 駈ボ単車]♭E ステラ - ゼ阻
害と肝可溶性蘭骨添加 の影響
既 述 の 通 り ､ カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ (C Ea s e) (E . C . 3 . 1 . 1 . 1) ほ ､
エ ス テ ル 結合や ア ミ ド結合 を加水分 解す る 基 質特異性 の 低 い 酵 素で あ る ｡ 本
酵素 の 基質 と し て ほ ､ 緒 言 で述 べ た 化合 物以 外VC. ト リ ア セ チ ン (Murphy
and C he e ver, 1 9 72)､ プ ロ パ ニ デ ィ ド(Junge a nd Krisch, 19 75)､ α
( β) - ナ フ チ ル ア ミ ド(Ka n eko et al. , 1 9 79)､ な ども広 く用 い ら れ て い
る
｡ 本編で ほ ､ モ ノ ア ミ ソ オ キ シ ダ ー ゼ の 阻害剤 で あ り ､ そ の 主 代謝物 で あ
る ベ ン ジ ル ヒ ド ラ ジ ン (B Z H) が母 化合物 よ り 更に 強 い 薬 理 活性 を有するイ
ソ カ ル ポ キ サ ジ ド(I S O C)(Randalland Ba gdo n, 1959 ; Schw a rt2;,
196 1a ; 19 61t) ;K o e chl in et al. , 19 6 2; Gr e en, 1964)を ､ C Ea s eの
基 質 とし て 用 い た ｡
I SOC( 卜 ペ ソ ジ ル ー 2 - 〔5 - メ チ ル ー 3 -･イ ソ キ サ ゾ リ ル カ ル ポ - ル〕
ヒ ドラ - , Ma rplan
⑧
) は ､ イ ブ ロ エ ア ジ ド(M ar si li d
⑧
) よ り 強 い モ ノ
ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ 阻害剤 と し て Hoffm a n nLa Ro che 社 よ り 発 売 き れ た 抗
う つ 薬 で , 狭 心 症 の 管 理 にも用 い ら れ て い る(Schw a rt2:, 19 6 0; 19 61 a
; 1961b ;Ko e ch lin et all , 19 6 2)o F ig･ ユ ー 1 に I S O C と, そ の 代 謝
物 B ZE の 構造式を 示 す.
0
(I
C･b ･
t
C =
I
C
㌔
NHLNH
= = N
0
/
C
[
CH
3
･ c H
之局
Is o c a rbo x a zi d
hydr oly七土c
NH2
- NH - C H2局
Be n zylhydr a zln e
Fig . 1 - 1 C he mic al str u ctu r e of is o c a rbo x a zid and
i 七s m e七abo1 土七e
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本 編 で ほ , 有機 リ ソ 系殺 虫剤 の 1 つ で あ る 0 - エ チ ル 0 - パ ラ - ニ ト ロ フ
ュ エ ル フ ュ エ ル フ ォ ス フ ォ ノ チ オ エ イ ト(E P N) (Du rham et al. , 1 9 5 6
; Hof fm an a nd Sile o, 19 84)(F ig･ 1 - 2 )に よ る ミ ク ロ ゾ ー ム (M s)
C Ease 活性 阻害に つ い て ､ 肝 可 溶性画 分 (Cyto s ol)の影響を知 る目的 で ､
供餌条件の 異な っ た ラ ッ ト を用 い て検討 し た o ま た 6 - ア ミ ノ エ コ チ ソ ア ミ
ド(6 - A N) など ､ 種 々 の ビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド類似体投与 に よ る影 響に つ
い て も検討 を加 えた ｡
○Ⅹ土da七土v e
S de s ulfu r at io n
◎十 o 恩 N ｡之 - ◎斗｡ 一 隊 N ｡之oc2H5 0 C2=5
EPN E P No x o n
F ig . 1 - 2 Chemical str u ctu r e of E PN a nd E P No x o n
第 1 章 種 々 の前処理ラット肝 可溶性画分添加の影響
1 - 1 - 1 絶食 ､ 非 絶食 ラ ッ ト の 肝 可溶 性 画 卦 添 加 の 影響
く 実験 方法>
本実験 では ､ 体 重 200 - 2509 の W ista r 系雄 性 ラ ッ ト を使用 し た . 飼料
ほ オ .) エ ソ タ ル 酵母 製 ､ MF を与 え､ 飲料水 ほ
'
水道水 を摂取 させ た ｡ 絶食 ほ
実験前日夕 方 より 1 6 時間 と し､ 水 は 自由摂取 と し た . 飼育は 2 3 - 2 5
q
C ､
定 時照 明(8 : 0 0 - 19 : 0 0)の 恒温 室 内 で 行 い ､ 少な く と も1 週 間 の 予 備
飼 育の 後 ､ 実験 に 供 し た .
肝M s お よ び Cyto s ol の 調製 は ､ ラ ッ ト を頚 動脈切 断 に て 潟血 し ､ 開腹後
遺 や か に 下 大静脈 に カ ニ ユ ー レ を挿入 し ､ 1.15多KC l溶液 で肝臓を港流脱血
し
､ 摘 出し た . 肝臓 ほ 2 倍量 の 冷 1.159右K Cl溶液を加 え ､ テ フ ロ ン ペ ス ッ
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ル 付 ポ ッ タ - 塾 ホ モ ソ ナ イ ザ - で ホ モ ジ ナ イ ズ し た o 得ら れ た ホ モ ジ ネ - ト
を ､ 9,0 0 0×5､ 4
o
C ､ 20分 間遠心分 離 し , 上 清画 分 をさ ら に 105,0 0 0×5､
4
o
C､ 6 0分 間超遠心 分 離 を行 っ た ｡ 得 ら れ た 上浦(Cytosol)ほ 直ち 把 -
70 ℃ 把保存 し ､ M s は グ 1) コ - ゲ ン ペ レ ッ トと 分離 し た 後 ､ 冷 1.15帝K C l溶
液 に て 洗 浄 し ､ 再遠 心 分離 後､ 適 当量 の 1.1 5解KC l溶液 に懸 濁 し ､ - 70
.
0
に 保存 した o M s お よ び Cyto s ol ほ､ 調製後 6 日 以 内 に 使用 す る尊 と した ｡
M s お よ び Cyto s ol の 蛋 白定量 は ､ 牛血 清 ア ル ブ ミ ソ を 標準 品 と し ､
Lo w ry et al.(1 951)の 方法 に従 っ て 行 っ た .
Ms C Ea s e活 性 測 定 ほ ､ Satoh a nd Mo r oi(1 970 ; 1975) の 方法 に 従
い
､ 基質 で あ る I SOC(Ⅱof fm a n nLa Roebe ) よ り 生成 し た BZ Hを エ ー ル
1) ッ ヒ 試薬 で発 色後 ､ 分 光光 度計(495 n m) に て行 っ た . ま た 活性測 定用 泡
液 は ､ M s 懸濁液(蛋 白量 約 3 HL9)0.5 m2､ E P N溶液( 最終濃度 1 × 10
‾ 5 M)
( 和光純薬)ま た は 0.2 M トリ ス 一 塩酸 緩衝液(ptI 8.0)0.25HIBお よび Cyto -
s ol(蛋 白量約 10甲g)また は 1.15啓K C l溶液 0.5mA で あ り ､ 3 7
o
C､ 1 0分 間
プ レ イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ し ､ そ の 後 ､ 基 質 と し て ISOC(最終濃度 1 m M )
o.2 5訊eを 加 え 全 量 1. 5HLeと し ､ 3 7 ℃ ､ 3 0分 間反応を 続け た ｡ 以 上 の
C Ease 活 性測 定法 を､ Fig. 1 - 3 に ま と め た .
有機 リ ソ 化 合物と し て 用 い た E P N ほ､ エ タ ノ ー ル : プ ロ ピ レ ン グ リ コ
-
ル (1 : 8)に て 1 0m M 溶液 と し , 用 時 0.2M ト リ ス
一 塩酸 緩衝液(pH 8･0)
に て希 釈 し て 用 い た o
Tab le 1 - 1 に ､ 予 試験 と し て 実 施し た E P N に よ る C Ea s eの 阻害率を 示
す o こ の 結果 よ り本研究 に お け る E P N添加濃 度は , 今後 , 特 に記載 しな い
限り 最終濃匿 1 × 10
‾ 5 M と し たo
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過 _ _ _ _ - _ _
M icr os om es in 1 . 15
o/o K C Is oln .
E P No r Bu f fe r*
Cyto s ol o r 1 . 1 5% K C I s oln .
t
pr ein c uba七土o n 3 7
0
c , 1 0 m上n .
I
工
l
s o c a rbo x a zi d in buf fe r*
工n c uba七ion 3 7
0
c , 3 0 mln .
J
冒:255芸王‡王
‾
≡T.gぷ ○七う
0 . 2 5 ml (1 0 mg pr o七 .)
0 . 5 m1 (1 mM )
'X' 0 . 2 M Tris - HCl
buf f
､
e r(pH 8 . 0)
1 5% Metaphospho ric a ci d 2m 1
Sup ･ 2 ml p pt .
｢p - D im et hyla min obe n z aldehyde 1 . 5 ml(E hrl 土c h r e age n七)
S七a nd f
､
o r､ 3 0 m上n a七 r o o m七e mp ･
l
Me a s u r ed o n spe ctropho七o me七e r
a七 4 9 5n m.
Ca rbo xyle s七e r a s e a c七1v土七y w a s show n a s n m ole s
be n zyl hydra zin e (B Z H) fo r m ed/mg pr otein/3 0 rnin .
F ig ･ 1 - 3 As s ay pr o c edu r e of c a rbo xyle ste r a s e act ivi ty
Tab le 1 - 1
E f fect of E P Non r at l iv e r mic r o sorn al ca rbo xyle ste r a s e
a c七土v 土七y in vi 七r o
E P N Co n.c . C a rbo xyle ste r a s e a ct ivi ty % of
(M) (nm ole s B Z H/m g pr otein/3 0 rain) C O ntr O1
Non e
5 x l O
- 6
1 x lO
- 5
5 x l O
- 5
1 x l O
- 4
5 x l O
- 4
1 x l O
- 3
4 6. 4 ＋ 4 . 8 1 0 0
4 4. 6 ＋ 5 . 2 9 6. 1
4 4. 0 ＋ 4 . 9 9 4. 8
3 6. 9 ＋ 4 . 2 7 9. 5
28 . 9 ＋ 3 . 8 6 2. 3
6 . 9 ＋ 1 . 4 1 4. 9
4 . 9 ＋ 0 . 6 1 0. 6
T he in c ubat io n mixtu r e c o n sist in g o f 3- 5
mic r o s o m al pel let , 5 x l O
- 6M - 1 x 1 0
- 3 M
of is o c a rbo x a 2:id a s a s ubstr ate in 0 . 2 M
(pH 8･ 0) w a s in c ubated at 37Oc f｡T 3 0 min .
t he m e a n ＋S . E . fr o m t hr e e e xp e r i m ents .
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mg pr o七e土n of
■
七he
of E P Na nd 1 mM
Tris - H C l buf fe r
Ea ch v alu e 土s
く 実験 結果 >
T ab le 1 - 2 ほ, E P Nに よ る C Eas e活性 阻害 に 対す る 絶食 ､ 非 絶食 ラ ッ
ト 肝Cyto s ol 添加 の 影響 を示 し て い る ｡
E P N(1 × 10
‾ 5 M)添加 で ､ 正 常 活 性 の 約 8 9啓 とな っ た C Ease は ､ そ
れ に 非絶食 Cyto sol を添 加す る尊 に よ り約 9 帝 の 活性値 と な り ､ E P N.に よ
る C Ease 括 性 阻 害 が 著 る し く増強 され た ｡ ｢ 方 ､ 絶食 Cyto sol添加 でほ ､
こ の 阻害増強作用 ほ 認 め られ な か っ た ｡
でab le 1 - 2
Effe cts ofr atIiv e r cyto s ol o n E P N-indu c ed inhibitio n of fiver mic ro s o m al c arbo xylester a s e
E P N Cyto s oJad ded
＋
lr O n-tr e ated
.
fed
＋ non -tre ated. fed
十 n O n-tre ated. starv edl )
Ca｢bo xvleste｢ ∂s e a ctivlty
6 3.7土 3.5
56.6j= 3,5
6 6.9土1 1.8
5.8士 0.5★
6 2.0土 3.5
carbo xyle stera s e a ctivityis sho vv n a s n m olesbe n zy‡hydra zin efo r m ed/mg protein/30min ･ 1)Rats vv e re
sta rv ed fo r1 6 hr pr10 rtO S a crific e, a nd cyto s ol w a sprepa red･ T hein c ubation mixtur e c o n sisting of
2
'
-畠 mg proteiバ ofthe micr o s o m al
.
pellet. 1 ×1 0-5 M of E P N. 0.5 m‡ of cyt｡ s ｡L(protein appr o x1 . 0m g)
a nd 1nrM of is o c arbo x azida s s･
ubstratein O･2 M TrisI H
,
Cl buffer(pH 8･0) w a si
.
n c ubated at3 7
o
C for3 0min
foHo wing1 0min -pr ein c ubatio nin the abs e n c e of is o c arbo x a zid. Ea ch v alu e LSthe m e a n士S･E･fr o m7-8
e xperim e nts.
斗P<0.01 vs. the E P Nalo n egroup.
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1 - 1 - 2 N A D およ び そ の 類 似 体 投 与 ラ ッ ト の 肝 可 溶 性 画 分 添 加
の 検 討
< 実験 方法 >
使用動物 ､ 飼育法 ､ M s お よ び Cyto s ol 調製法 , C Ease 活 性 測 定法 は ,
1 - 1 - 1 に 従 っ て行 っ た. 6 - A N(Sigm a) は生 理 食 塩水 に加 熱溶解 し ､
ニ コ チ ン ア ミ ド(N ･ A ､ 和光純薬) お よ び β - N A D(N A D, S igm a)ほ生理
食 塩 水 に 溶 解 し , そ れ ぞれ 等モ ル と な る様 ､ 即 ち､ 15 mg/kg. 6 0mg/k9
お よ び 73 ny/k9を , い ずれ も犠戯 16 時 間前( 絶食開始時)に 腹巌 内在射 し
た ｡
く 実験 結果 >
Table 1 - 3 ほ ､ E P N に よる C Ea s e活性阻昔 に対する N A D お よび そ の
類似体投与 ラ ッ ト肝 Cyto s ol 添加の 影響を 示 し て い る｡
1 - 1 - 1 で 示 し た 絶食 ラ ッ ト肝 Cytos ol添加 で は 認 め られなか っ た C Ea se
活性 の 阻害増強作用 ほ ､ 6 - A N授与絶食 ラ ッ ト肝 Cy七o s ol の 添加 に よ'り , 正
常値 の 約 9解 の 括性 と なり阻 害 増強 が 認 め ら れ た . 一 方, そ の 増強 は N A D
お よ び N . A投与 で ほ 見ら れな か っ た ｡
- l l -
Tab le 1 - 3
E f fe cts of l iv e r cyto s ol o f r at adm iniste r ed N. A,
6 - AN a nd NAB o n E P N- indu c ed inh i b i t io n of l iv e r
m土c r o s o m al c a rbo xyle s七e r a s e
Ådd土t土o n Ca rbo xyle sヒer a se Activity
Non e
＋ E P N
＋ E P N＋ S ta r v ed Cyto s o1(” . A ･ )
＋ E P N＋ S ヒa r v ed Cy七o s o1(6- A N･ )
＋ E P N＋ S 亡a r v ed Cyto s o1(N Al〕)
6 3. フ ＋ 3 . 5
5 6. 6 ＋ 3 . 5
7 0. 2 ＋ 2 . 0
5 . 6 ＋ 0 . 4 ★
7 2. 6 ＋ 9 . 4
ca rbox yle s七e r a s e a c七土vi 七y w a s sho w n a s n m ole s B Z H
fo r m ed/mg pr otein/3 0 min: N ･ A‥nic ot i
n ami de(60 Tg/
完豊占(吉昌Pふ主クk…てAぎ:…て;.m孟na…El三oal
t三…aT喜d…£三5m冨gaエk.g ,sモ孟ヲ
.'
,
from f iv e e xp e rim e nts ･
#
p < 0 ･ 0 1 v s･ t he n o ne
ad d i t ion gr o up A
1 - 1 - 3 N A D およ び そ の 類 似 体 添 加時 の カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ
ー ゼ 活性 の 検 討
く 実 験方 法>
使用 動物､ 飼 育法 ､ M s 調 製法お よ び C Ea s e活 性 測 定 方 法 ほ ､ 1 - 1 - 1
把従 っ て 行 っ た . C Ea s e活性測定用 泡液 は ､ 1 - 1 - 1 に お ける Cyto s ol の
代 り に N A Dお よ び そ の 類 似体 O15 配Aを添 加 し た . N A D, 6 - A N､ N . A ､
A T P( 和光純薬) お よ びD - リ ボ - ス ー 5 - リ ソ 酸(Sigm a)ほ ､ 所定の 濃
度 とな る 様に水 に溶解 し , 活性測定用 混液 把 プ レ イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ 時 に 添
加 し た ｡
く 実験 結 果 >
F ig. 1
- 4 ほ, E P N に よ る C Ea s e活性 阻害 に対 す る N A Dお よ び そ の 類
似体添加 の 影 響を 示 し て い る ｡
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N AD の 5 × 10
‾ 6 M 添加 で C Ea s eの 阻害増強が認 め ら れ ､ 1 × 10
‾ 4 M
で は プ ラ ト ー と な っ た o 一 方 ､ 6 - A N､ N ･ A ､ A T Pお よ び D - リ ボ
- ス ー
5 - 1) ソ 酸 の 添加 で ほ そ の 作 用 は 認 め ら れ ず ､ 特 に N A Dと 6 - A Nの 結果
は
, 1
- 1 - 2 の 成績 と異な っ て い た o
1 0 0
′ ､
r1
0
h
ヰJ
⊂
0
0
qJ
0
翌 50
h
.ド
･r･ ,1
>
･
T1
,ド
U
i
q)
帆
nl
”
U
0
良 : EP N alo n e
◎ : E P N＋ N . A
0 : EPN ＋ 6 - A N
A : EPN ＋ N A工)
ロ : E P N＋ A T P
A : EP N ＋ D - rl bose
- 5 - phos
pha七e
0 7 6 5 4 3
- log ”
F ig. 1 - 4 co n c e ntr at io n s of N. A, 6 - A N, N A D, A T Pa nd D- ri bo s e
- 5 - pho sph a te
E f fe c七s of N. A
,
6 - A N, N A D, A TP a nd D- ri bo s e- 5 -
pho sphate o n E P N- indu c ed inh i b i t io n of liv e r
mlc r o s o m al c a r､bo xyle ste r a s e a c七1vl 七y
三宕et昌:c諾冒ca三三…:mma主x,
t
冨f冒e
c
t?
n
…
i
…
七三呂竺5呂f｡芸EmPgNヲ
r
冒
t
…
i
;.- 7M
- 1 x 1 0- 3M of nic o七in a rni de(N . A), 6 - a min o nic ot in a mi de
(6 - A N)･ M A D A T Pa nd D- ri bo s?
- 5 - pho sphate a nd 1 mM of
is o c a rbo x a zi d a s s ubstr a七e lnlo . 2 M Tris - H C l buf fe r
(pH 8･ 0) w?s in c ubated at 3 7
Oc fo r 3 0 min fol lo wing
l O min - pr e l n C ubat io n in the abs en c e of s ubstr ate .
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第2章 肝可溶性画分譲加によるカ ルポ尊シ ル エ ス テラ ー ゼ の 有
機リン化合物による阻審の増強作用 に対する薬物代謝酵
素系の 関与
1 - 2 - 1 ラ ッ ト 肝 可 溶性 画 分 中 の ど リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド量 の 検
討
<実験方 法 >
使用 動物 お よ び Cyto s ol調製法 は ､ 1
- 1 - 1 に従 っ て行 っ た. N A D､ 6 -
A N お よ び N. A の 投 与 は 1 - 1 - 2 と同様 に行 い ､ 絶食は 儀殺前 16 時 間と し
た ｡ Cyto s ol 中 の ど リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド の 抽 出お よび 測定 は ､ K l ingenberg
( 1 974) の 方法 で行 っ た o 即 ち, N A D(P)は H C I O4 抽出 し､ N A D(P)H
ほ ア ル コ ー ル / KO I‡抽出 し ､ N A Dほ エ タ ノ ー ル を ､ N A D P はグ ル コ ー
ス - 6 - ]) ソ 酸(オ リ エ ン タ ル 酵母) を基質 と し ､ い ず れ も 34 0n m に お け
る N A D(P)H の 生 成量 を測定 し た . ま た , N A D(P)fI は､ グ 7) セ ロ - ル -
3 - リ ソ 酸デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ (Bo ebringe rM a n nbeim )あ る い ほ ､ グ ル タ ミ
ソ 酸デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ (Bo ehringe rMa n nheim) に て 酸化塑 と した 後､ N A
D(P) と同様把測定 した o
く 実験結 果 >
Tab le 1 - 4 ほ ､ 絶 食あ る い は 非絶食 ラ ッ ト肝 Cyto s ol 中 の ビ リ ジ ン ヌ ク
レ オ チ ド 量 と､ N . A ､ 6 - A N お よ び N A D投与 の 影 響 を示 し て い る ｡
肝 Cytos ol申 の ビ リ ジ ン 声 ク レ オ チ ド の 内 ､ 絶食 に よ り減少 を認 め た の は
NA D HとN A D P H であ り , 特 に N A 工) P Hの 或少は 顕著 で あ っ た ｡ こ の 減少
は 6 - A Nの 投 与 に よ り 抑 制 さ れ ､ 6 - A N を投与 し な い 絶食群 に比 べ 約
2 倍 の 値を示 し た ｡ N . A お よ びN A D投与 で は 変 化 は な く ､ こ の 結果 は 1
- 1 - 2 の 成績 と 一 致 し た o
- 1 4.
-
Tab le 1 - 4
E f fe cts of nic otin a mi de ) 6 - a min o nic ot in a mi de a nd N A Bo n p yri d in e
n u cle o七土de c o n七e n七 s 土n r a七 1 iv e r cy七o s ol
Pr e- Pyri d in e n u cle ot i de c o nte nts
七r e atm e n七
打A D MA D P N A D H 打ADPH
Non e(fed)
No n e(sta r v ed)
N . A(s七ar･v ed)
6 - A N(sta r v ed)
M A D(sta r ved)
8 . 4 ＋ 1 . 2
7 . 0 十 0. 9
7 . 0 ＋ 1 . 3
5 . 4 ＋ 0 . 6☆
6 . 1 ＋ 0 . 6
7 . 1 ＋ 1 . 1
4 . 8 ＋ 0 . 5
3 . 6 ＋ 0 . 8 ,X
･
5 . 7 ＋ 1 . 1
6 . 2 ＋ 0 .9
1 . 8 ＋ 1 . 3
0 . 2 ＋ 0 . 2
0 . 8 ＋ 0 . 4
0 . 5 ＋ 0 . 4
1 . 1 ＋ 0 . 8
■
2 2. 4 ＋ 2 . 7
4 . 2 ＋ 0. 6＋ *
3 . 9 ＋ 1 . 3
･ …
9 ･ 0 ± 1 ･ 6
… #
6 . 1 ＋ 1 . 3* *
Rats w e r estar ved a nd c o n c u r r e nt ly adm iniste r ed intr ape ri to n e al ly
6 0 mg/kg of nic ot in a mi de(N . A), 15 mg/kg of 6- a min o nic ot in a mi de
(6 - A N) a nd 7 3mg/kg of N A D･ 16 hr befo r e s?c ri f ic e･ r e spe ct iv ely ･
Ea ch v alu e is t he m ean ± S ･ E ･ fr o m 7 - 1 0 a n l m al s ･ ≠p く0 . 0 5 a nd
せ ♯
p < 0 ･ 01 v s ･ t he n o n- 七r･e a七ed , fed gr o up . #p く0 . 0 5 v s. t he n o n-
七 r e a七ed , sta r v ed gr o up . Pyrユd in e n u cle o七1 de c o n七e n七s w e r esho w n
a s n m ole s/ml of cyto s o1 .
1 - 2 - 2 可 溶 性 画 分 添 加 時 の 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 薬 物代 謝 酵素 清 隆
の 検 討
く 実験 方法>
使用 動物 ､ M s お よび Cyto s ol調製法 は ､ 1 - 1 - 1 に従 っ て 行 っ た . 薬物
代 謝酵 素活性 は ､ 基 質 と してア ミ ノ ピ 1) ン(AM , Aldrich C he mic al) ､ エ チ
ル モ ル ヒ ネ(EM ､ 和光純薬)お よ び ア ニ リ ン (A N､ 和光純薬)を用 い た ｡
A M お よび E M N- 脱 メ チ ル 化 酵素 活性 ほ ､ 酸化的脱メ チ ル 化に よ っ て生 成
し た ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを Na sh(1953) の 方法 に よ り , ま た ､ AN 水酸 化酵
素活性は 生成 し た p - ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル を ､ Im ai et al. (19 6 6) の 方法
把 よ り ､ そ れ ぞれ 測定 した o こ れ ら の 活性測 定用 混液 は ､ M s 懸濁液( 蛋 白
量 2 - 3 mg) 0.1 HL2 , E P N溶液( 最終濃度 1 × 10
- 5 M ) 0.25 仇e､ 非絶食 ラ
ッ ト肝 Cyto s ol (蛋 白量約 4m9) また は 1.15解K Cl溶液 o.3 mB､ s K F 5 2 5
- A( 最終濃度 1 mM )(S mi th E lin e & Fr e n ch) ま た は 水 0.1 ulEを ､ 0.2
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M トリス 一 塩酸 緩衝 液(pfI 8.0) に て 0.9DZeと し ､ 37 ℃ , 10分 間 プ レ イ ン
キ ュ べ - シ ョ ソ し た . そ の 後 , 各基質( 最終 濃度1 m M) 0.1 nLeを加 え ､ 全 量
1 HLeと し , 3 7℃ ､ 15 分 間反 応 させ た . な お ､ 本 実験 ほ C Eas e 活性 に お よ
ぼすCyto sol添加 の 影 響 を､ 薬 物代謝酵素活性 の 面 から検討 す る 事 を目 的と
す る 尊か ら ､ 至適 pH ､ 緩 衝液な ど､ 一 部同酵 素活性測 定法(Na sh, 1 953 ;
Im ai et al. , 1 96 6) と は 異 っ て い る o N A D P H- ge n e r ating syste m も､
比･較対照 群を除 い て 加 え て い な い o
<実験結果 >
Tab le 1 - 5 は
､
C Ease 活性測定条 件下 に お け る M s 薬 物代謝酵素活 性に
お よ ぼす 丑P N､ Cyto s ol お よ び S K F 52 5- A 添加 の 影響 を示 して い る .
対 照群 に お け る A Mお よび EM N - 脱 メ チ ルイヒ酵 素活 性 お よ び A N 水 酸化
酵素 括性 は ､ そ れ ぞ れ 0･5 ､ 0･6 お よ び 0･O n m ole s/mg pr otein /3 0m in
で , い ずれ も従来 報告 され て い る N A D P H- ge n e r ating syste m が加 え ら れ
て い る成績 (Pe s sayre et al. , 1982 ;Eaw abata et all , 1 983; Mats uba r a
et al. , 1983 ; Ho rie et al. , 19 84) よ り低 い 値 で あ っ た o E PN添加 に よ
る こ れら 3 種 の 酵 素 括 性 ほ 変化 せ ず ､ 一 方 , 非絶食ラ ッ ト 肝 Cyto s ol添加
で ほ , A M N- 脱 メ チ ル 化 酸素活性 が約 5倍 に増 加 し , E M N- 脱 メ チ ル
化 酵素活性 も増 加傾 向を 示 し た ｡ ま た , 薬物代謝酵素系 の 阻害剤 であ る
SK F 525 - A (M atsuba r a and Tou ch i, 197 7 ;La ske r et al. , 1982) 杏
添加す る と ､ Cyto s ol添加 時 に認め られ た 酵素 活性 の 上 昇は 消失 し た .
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1 ニ 2 - 3 可 溶 性 画 分 添 加 時 の E P Nox on 生 成 の 検 討
く 実験 方法 >
使用 数物, M s お よ び Cytos ol 調製法ほ , 1 - 1 - 1 に 従 っ て行 っ た ｡ 6 -
A Nの 投 与法 , 絶食法な ど は , 1 - 1 - 2 に従 っ て 行 っ た o 0 - エ チ ル 0 - パ
ラ - ニ ト ロ フ ェ ‥ ル フ ェ エ ル フ オ ス フ ォ ネ - ト (革P No x o n) 生成量測定用
混 液は , 1 - ユ ー 1 で述 べ た C Ease 活 性測定用 混 液 を準 用 し た が ､ 定量感度
の 関 係か ら5 倍 の ス ケ ー ル と し ､ E P Nの 濃 度 は 1.5 × 10
- 5 M と し た . 皮
応 は 10 分 間 と し た ｡
E PN ox onの 定 量は , イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ 後 の 混液 を 直ちに 氷 冷 し ､ 同時
に 内部標準 物質 ス ク ア レ ン (関東化学) を含有す る エ チ ル = - テ ル 5 Hleを加
え ､ 振と う ､ 遠心分 離( 4 ℃ )を 2 回線 り返 すo 無水硫酸 ナ ト 1) ウム に て脱
水後 , - 定量 の エ ー テ ル 層 を分 取 し ､ 約 3 0
o
C の 水 浴上 で 窒素 ガ ス を 吹き込
む 尊に より 乾固 し た o そ の 残蔭 に 10 0FL ,e の ク ロ ロ ホ ル ム を加え て 溶解 し ､
そ の 1fLL をガ ス ク ロ マ ト グラ フ イ / 質量分 析計(G C/M S)に 注入 し ､ マ ス
フ ラ グ メ ソ ト グラ フ イ (M F)を行 っ た . G C/MS / MF の 軌定 条 件お よ び
M Fの 典型的 な ク ロ マ ト グ ラ ム を ､ F ig. 1 - 5 に示 す. な お ､ E P No x o nの
標準 品は ､ Ne al a nd DuBois(19 65) の 方法 を 若干 改 良 し ､ E P Nの エ タ ノ
ー ル 溶液 に飽和 プ ロ ム 水 を 加え酸化 し ､ n - - キ サ ン 抽 出 ､ 薄層 ク ロ マ ト グ
ラ フ イ (TLC) によ る精輿 を 繰り返 す事 に よ り得た . T L C上(Fig. 1 - 5)
に お け る Rf 値は ､ E P N 0.69 , E P Nox o n 0.44 ( 展 開溶媒 ,
･
n - - キ サ
ソ : ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ ー ル = 7 : 3 : 1
､
Eies elge1 6 0 F254､ Me r･ck ､
室 温 )で あ り､ 純度 は ､ 9 9.85啓( エ ス エ ス 製薬 で 分 析) で あ る .
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く 実験結果>
T ab le 1 - 6 は､ 範食お よ び 非絶食 ラ ッ ト の 肝 M s を酵 素材料 と し ､ 6 -
A N投 与 を行 っ た ラ ッ ト肝 Cyt os ol添 加時 の イ ン キ ュ･べ - シ ョ ソ 混液中で の
E P No x on 生成量 を示 し て い る ｡
非 絶 食 ラ ッ ト M s を 用 い た 実 験 に お い て , E P N添加 の み で は E P No x o n
の 生 成ほ 認 め ら れ ず､ そ れ に非 絶食ラ ッ ト肝 Cyto s ol を添加す る事 に よ り ､
添加 し た E P N に対 して 約1 9葬 の EPNo xon 生 成を認 め た . ま た ､ 絶食 ラ ッ
ト 肝 Cyto s ol の 添加 で は ､ 約 4 帝と少な い 生成量で あ っ た . 一 方 ､ こ の 絶食
ラ ッ ト に 6 - A Nを授与す る と ､ E P No x o n生 成量は 約 1 3啓と な り ､ そ れほ
SK F 5 25 - A の 添加 に よ り定量限界以下 とな っ た o こ れ ら の 成績 ほ ､ 絶食
ラ ッ ト M s を酵素材 料と した 実験に お い て も 同様 で あ っ た が ､ 全体的に 低 い
値 を示 し た ｡
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Table 1 - 6
Effe cts ofLiv er cyto s olo nthe en zym aticfo r m atio n of E P N
= Ofro mE P Nad dedtofed o rstar v ed
m l CrO S O m e S Ofra= iv erin vitr o
Ms E P N Cvto s olad ded
Fed
＋
十
＋
＋
＋
n o n-tr e ated
,
fed
n o n-tr e ated. star v ed
l)
6- A N-tre ated′ sta rv ed
2)
6- AN -tr e ated′ star v ed＋S KF 5 25- A
＋
＋ n o n-tr e ated,fed
sta (v ed ＋ n O n
-tr eated･ sthr V ed
l)
＋ 6- A N-tre ated. sta rv ed
2)
十 6_ A N-tre ated
.
sta rv ed＋S K F 52 5- A
E P N= O fo r med
(×1 0
M 6 M)
N.D.
2.80土0.55
0.64土0.4 0
≠
･(話芸諾ded)
<0.1
1 8.7
』
.3
1 .9 9士0.88 1 3.3
N .D. <0.1
N .D. < 0.1
1
.
9 9土0.2 6 1 3.3
0.23土0.02
= 1.5
0.83土0.2 6
★
5.5
N. D. <0.1
Theinitial c o n c e ntrat
.
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- 5 M ･ T he c o nc e ntr atio n s of cyto s ola nd S K F
525- A u s ed w er e6
- 9 m g pr oteinin 1 ml of in c ubation mixtu re a nd 1m M ･ re spe ct
ively･
1)Rats w e re
starved fo r1 6 hr prio rto s a c rific e･ and cyto s ol vv a sprepa red･
administeredintr ape rito ne ally to rats at a dose of 1 5mg/kg 1 6
m ean土S.E. from 3 e xperim e nts･ N ID･:les stha n
O
･
1 3×1 0-7 M ･
tre ated-fed-gro up.
第3章 考 察
2)6- Amjn o nic otin a mjde (6- A N) w a s
hr before s a crific e. Ea ch v aJu eis the
*
P<0.0 5a nd
* *P<0.OIv s. the n o n-
有機 リ ソ 化合物 の 1 つ で あ る E P N に より 肝 M s C Ea s eが 阻害さ れ る事 は
す で K:緒言 で も述 べ た が ､ こ こ で ほ 本研究 に お け る E P Nの 使用濃 度 を 決 定
す る 為の 予 試験 を実施 した (でab le 1 - 1)｡ そ の 結果 か ら ､ Cyto s ol の 影響
が認 め ら れや す い C Ease 活性 を わずか に阻害す る 1 × 10
- 5 M を､ E P Nの
使用 濃度 と した ｡
Table 1 - 2 ほ､ 本研 究の 端緒 と な っ た 成 績 で あ る o 即 ち , E P N に より
釣 10啓阻 害され る ラ ッ ト肝 Ms C Ease は ､ 非絶食 ラ ッ ト の 肝 Cyto s ol添加
に よ り苦 る しく( 約919昌)阻害さ れ ､ 絶食 し た Cyto s ol で は ､ そ の 阻害増
強 が認 め られ な か っ た ｡ こ の 事 か ら ､ ラ ッ ト肝 Cyto s ol中 の 常在成分 が ､
c Ea s e活 性 阻 害増 強 把 関与す る 可能性が 示唆 さ れ た . こ の 阻害増強 因子 は ､
食 餌由来 で あり ､ E ‡)N の 代謝 的活性化機構(John s on a nd Dabn, 19 6 6;
No m eir and Da uter m an, 19 7 9;No m eir et al. , 19 8 0;La ske r et al l ,
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1 9 8 2) の 可 能性な ど を併せ 考 えた 結果､ ビ リ ジ ン 声 ク レ オ チ ド をそ の 候補
物 質 と推定 し た . そ こ で ､ N A Dと その 類似体 を絶食 ラ ッ ト に投与 し ､ そ の
Cyto s ol を C Ea s e活 性測定用混液 に添加 し た ｡ そ の 結果(Table 1 - 3) ､
N A D お よ び N･ A 投与 で は な ん ら影響 を認 め なか っ た が ､ 6 - A N 投 与で は
C Ease の 阻害 増強を認 め た . こ の 6 - A Nの 作用 ほ ､ F ig. 1 - 4 に示 し た様
に C Ea s e活性 測定用 混液 に , in vitr o で 添加 し た 時 にほ 認 めら れ ず , ラ ッ
ト に 投与 した 場合 に の み , 6 - A Nの 作用 が 認 め ら れ た訳 で あ るo
一 方､ in vitr o で 阻害増強作用 が認 め られ た N A Dの 作用 に つ い て は ､ 第
3 編 お よ び 第4 編 に て 詳述 す る尊 と し , こ こ で は 6 - A N･の 作 用 把 つ き以下
に 述 べ る ｡
6 - AN を 投 与 し た 絶 食 ラ ッ ト 肝 Cyto s ol 中 の ビ リ ジ ソ ヌ ク レ オ チ ド畳
を ､ 非投与 - 非 絶食 群 ､ 非投 与 - 絶食群お よ び N A D投与 - 絶食群 と比 敬 し
て み た (T ab le t - 4 )｡ 絶食 に よ り 4 穫 の ど t) ジ ン ヌ ク レ チ オ ド の 内､
N A D P Hが苦 る し く減少 し ､ そ れ ほ 6 - AN 授与に より有 意に増加 し た . こ
の 増 加の み で N A D P H依存性チ ト ク ロ ー ム P - 450(Cyt. P - 4 5 0) 系に よ
る EP Nの 酸 化 的脱硫化反応(E P Nox onの 生 成 )(John s o n and Dabn,
19 66 ;No m eir a nd Da ute r m a n, 1 9 7 7 ;N o m eir et al. , 1 9 8 0;La ske r et
all , 19 8 2)杏 , す べ て 説明 す る事 にほ 多少難 点が見られ た の で ､ 次 にM s
薬 物代謝系に つ い て 検討 を加 え た .
Table 1 - 5 は ､ 肝 M s 薬 物代 謝 酵 素 活性 把対す る Cytos ol添加 の 影響を
示 し た も の で ､ A M N- 脱 メ チ ル 化酵素活性 の 増加や ､ Table 1 - 6 に示 し
た E P Nox o n生成量 に お よぼ す Cyto s ol 添加 の 影響 ､ 更に ､ そ れら に 対す る
SK F 525 - A添加 の 結果 ､ な どは ､ い ずれ も E P N に よ る C Ea s e阻 害に 対
す る Cyto s ol の 作用 が , M s 薬物代 謝酵素系 の 関与 す る E P Nの 代 謝 的活 性
化反 応 の 結果 で あ る尊 を示唆 し た ｡
以上 の 成績お よ び考 察に よ り ､ E P Nに よ る C Ea s e活 性 阻害 に 対 す る 肝
Cyto s ol 添加に よ る 阻害増 強作用 の 機序 と し て は ､ Cyto s ol の 中の ピ t) ジ ソ
ヌ ク レ オ チ ド
, 特 に ､ E P Nの 酸 化的脱 硫化反応 に 関与 する Ms Cyt･ P -
4 50(Casi da, 1 9 6 1;Neal a nd DuBois, 19 65 ; Ya ng et al. , 1969 ;
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197 1 ;H itchco ok a nd Mu rphy, 1 971 ;Wolcot t a n¢ Neal, 1972 ;
Lasker et al. , 198 2) の 電子供 与体 で あ る N A D P Hが , そ の 未 知 因 子 の
本体 で あ り ､ そ の N A D P Hの 増加が CE a s eの E P Nに よ る 阻 害を増強 さ せ た
と結論 し た ｡
一 方 ､ 6 - A N投与 ラ ッ ト 肝 Cyto s ol添 加 に よ る C Ea s e活性 の 阻害増強 に
対 す る作用 機序 ほ , 結果 と し て Cyto s ol中 の N A D P fI量 の 増 加 ､ E P No x o n
生 成量 の 増加お よ び S K F525 - A に よ るそ の 消 失 を 認 め た もの の ､ 薬 物代
謝 系 - の 作用 は 明 確に ほ さ れ て い な い o
6 - A Nの 薬物代謝酵素系 - の 関与 に 関 し て は 報告 が少 な く(Acke r m an
a nd L ibm an , ユ97 7; Cha w ali tet al. , 1 9 8 2)､ 未 だ ､ 未知 の 分 野 で あ る
と 考 え る . そ こ で 本 研 究 で ほ ､ 第 2 編に お い て 6 - A Nの ラ ッ ト 肝 M s 薬物
代謝酵素系 - の 影響 を検討 し ､ そ の 後 に ､ 新め て本 編 に お け る 6 - A N投与
ラ ッ ト肝 Cyto s ol 添加 の 影 響に つ い て 考察を行 う ｡
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第 2編 6- 野毛.?ニ ヨテ ンアミドの肝ミタmゾ - ム薬物偲謝系
へ の影響
第 1 縞 に て ､ 6 - ア ミ ノ ニ コ チ ン ア ミ ド(6 - A N) が ラ ッ ト 肝可 溶性画 分
(Cyto s ol)中 の N A D PⅡ 量を 増加 さ せ ､ そ れ に よ り EP No x on生 成量 を増
加 さ せ る審 な ど を報 告 し た ｡ 6 - A N ほビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド 生合成 の 括抗
物質 で あ り , ま た ､ 前駆物質 で もあ る ( Johnso n and McColl, 1956;
D ietrich et al. , 1958 ; Am m o n a nd Steinke, 1972;Prakash and
Bao u e r, 19 81). 即 ち ､ 6 - A N は生 体内 で 肝小 胞体 の グ ･1) コ ヒ ド ロ ゲ ナ -
ゼ に よ り NAD(P) に 取 込 ま れ ､ 6 - ア ミ ノ N A D(P) と な り(E aplan,
1 9 5 4; Br u n ne m a n et al. , 19 64 ;fle rke n, 19 7 1;Kolbe et al. , 1 97 1;
Am m on a ndStei 血e , 1972 ; Am m on et al. , 1 973)､ 対 AD(P)と 競 合的
反 応を 生 じ る尊(B ru n nem an et al. , 1 96 4; Cope r and Ne Ⅶもe rt, 19 6 4;
C ope r et all , 1966 ; Anm o n a nd S teinke, 197 2)､ 更に ､ こ の非 生 理的
N A D(P)は ､ 電 子 供与体と して の 作用 を有 さ な い 事(Brlln ne man et al .,
196 4;Schla llde r, 197 1 ;Pr aka sh a nd Ba o tle r, 1 9 81)な どが 知られ て い
る ｡
一 方､ 6 - A Nの 薬 物代謝系に 関 し て の 報告 は 少な く ､ Acker man and
I,eibm a n(1 97 7) お よ び C ha w al i tet al . (1 9 8 2) は ､ 6 - A N が 肝 ミ ク
ロ ゾ ー ム (M s) の チ ト ク ロ ー ム P - 450(Cyt. P - 4 50) 量に 影響 を 与 え な
い 尊､ - キ ソ パ ル ビ タ ー ル (H X)の 睡眠時 間を延 長 させ る事 ､ さら に ア ミ ノ
ピ 1) ソ(A M) N 一 脱 メ チ ル 化酵素活性をわずか に低下 さ せ る尊 な どを報告 し
て い る も の の , 未 だ こ の 分 野 に お け る研究 ほ 明確で な い 部分 が多 い o
本 編 でほ , 第 1 帝に て 推測 し た 6 - A Nの 作 用 機序 を 一 層 明 確 な も の と
す る 目的で , 6 - AN の Ms薬物代謝 系に お よ ぼす影響 に つ い て A M お よびHX
の ラ ッ ト血 中渡度 ､ お よ び M s薬物代謝酵素活性 の 面 な ど か ら検討 を行 っ た ｡
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第一垂 アミノピリンおよび へ キソ パ ル ビタ
- ル の偲謝におよぽす
6- アミノニ コチンアミドの影響
2 - 1 - 1 アミ ノ ピ リ ン の 血 中濃 度 に 関す る 検 討
く 実験 方 法 >
本実験 で は ､ 体重 1 7 0- 2209 の W ista r系雄性 ラ ッ ト を使用 し た o A M お
よ び そ の 代謝物 で あ る 4 - モ ノ メ チ ル ア ミ ノ ア ン チ ピ 1) ン(M AA , G o r o m a r u
et al . , 1976 の 方法 にて 合成)ほ 5 0軌稚g､ ま た ､ 6 - A N は 2 0宵呪/kgを
A M:(M A A)投与 の 15 時間前 に ､ い ずれ も生 理 食塩 水に 溶解 し腹庭内注射 し
た o 採血 ほ 所定 の 時間 ご と 把ラ ッ ト を エ ー テ ル 軽麻酔下 で 眼 窟静脈叢 よ り へ
パ 1) ソ 添加毛細 管 にて 行 い ､ 遠 心 分離後 の 血祭 を ､ A M お よび その 代謝物 の
定量に 供 し た ｡ 血祭 中A M お よび そ の 代謝物 の 定量法は ､ M ats uya m a et al.
(1981a)の 方法 に従 い ､ GC/MS にて 行 っ た ｡ そ の 測定方法 を , F ig.
2 - l 把図 式 し , また , A Mの 代謝経 路 (G o r o m a r uet al ‥ 19 81) を F ig.
2 - 2 に示 す o
薬物動態パ ラ メ ー タ ー で あ る血 中濃度 一 時 間曲線下 面 穣(AtT C) は ､ 0 -
18 0分 の 血 祭中濃皮 よ り台形法(Gi baldia nd Pe rrie r, 19 75) に て求 め た .
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< 実験 結 果 >
Fig･ 2 - 3 ､ Fig･ 2 - 4 お よ び Table 2 - 1 は ､ A M お よ び MAA投与後 の
AM ､ M A Aお よ び そ の代 謝物 の ラ ッ ト 血渠 中濃庇 お よ び AtJC 忙お よぼ す6
- A N授 与 の 影響 を示 し て い る o
A M投与(Fig. 2 - 3) 後 の A M お よび MA Aの 血 渠中濃度 は ､ 6 - A N投与
に よ りAU Cで 25襲お よ び 1 5帝淑少 し ､ 更 に､ 4 - ホ ル ミ ル ア ミ ノ ア ソ チ ビ
リ ン (F A A) の A UC も 53%減少 し た o
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･
pr etr eated with 6- A N(20ms/kg,i･p .)1
.
5 hr prio rto AM(50mg/kg,
i･p･)ad ministr atio n･
L
vertic allin es r epres entS.E. fr o m atlea st4e xperim e nts.
一 方 , 4 - ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン (AA)お よ び 4 - ア セ テ ル ア ミ ノ ア ン チ ピ
1) ソ (A c A A) 濃度ほ ､ そ れ ぞれ AtTC で 26啓お よ び 40解増加 し た .
M A A投与(F ig. 2 - 4)後 の AA の AIJ Cも ､ 6 - A N投与 把 よ り 2 39邑増
加 し ､ F A A で は2 09ら減 少 した o
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2 - 1 - 2 - キ ソL/ ミ ル ビ タ ー ル の 血 中 濃 度 に 関す る 検 討
く 実験 方法 >
使用 動物 ､ 6 - A Nの 投与方法お よ び 採 血法 ほ ､ 2 - 1 - 1 に従 っ て行 っ た o
H X(帝国化 学) ほ ､ 適当量 の I N Na O H に溶解 し た 後､ 生 理食塩 水で 希
釈 し 10 0mg/k9腹 庭 内注射 し た o 血 渠中H X およびその 代謝物の 定量 は ､ Fig.
2 - 5 に示 した 操 作法 に従 い ､ 血 渠か ら の 酢酸 エ チ ル 抽 出 ､ メ チ ル 誘導体化
な ど の 前処理 を行 い ､ F ig. 2 - 6 に示 し た GC/M S/M Fの 条 件 で 定 量 し
た . M Fの 典型 的 な ク ロ マ ト グラ ム を Fig. 2 - 6 に示 し ､
･ ま た , tI X の代謝
経路 (Tok iet al. ,1 96 2)を ､ F ig. 2 - 7 に 示 す｡
R X, 3 - O H- H X a nd 3- keto _ H X
3 39£ (w/v) Br ai n
h o m oge n ate , 2 m1
｢1 0 % Trich lo r o-a c etic a ci d. 2 ml
Ce nt ri fuged
l
sドPe r n at a nt ･ 3 ml
A dju sted to pH 7 - 8
P la s m a,
1 0 0p1
R X As s ay
G C/凹S
呈 出
P la s m a, 1 0 0んI1
｢β
- Glu c u r o ni da s e/a r､yls ufat a s ein
0
･ 1 IVZ a c et ate buf fe r (pH
2 ml
I
'
n c ubat io n (6 hr , 3 7
0
c)
S hake n (1 5 m ln)
Ce ntrlf
､
uged
l
E
l
t hyl a c etate l aye r
Ev ap o r ated
P bt ballc a ci d
di まs ob utyl e ste r
i n m et ha n ol ,
2 0 0pI
P be nyl t･rim et hyl
a m m oniu m hydr o xi de
in m et ha n ol , 5 0 pl
4 . 5) (1＋1 0 0) ,
3 - 0日一 日X a nd 31 keto - HX As s ay
[
Met ha nol , 1 0 0Ill
Dia z o m etha n e. 2 0 0JJl
Sta nd (1 5m in)
l
Ev apo r ated
｢Be n 之yl n - butylph t h latein ch lo r ofo r m, 1 0 0Jll
GC/MS
F ig ･ 2 - 5 As say pr o c edur eforliX, 31 0 H- H X, 3- OH- HX c o njugate a nd 3-keto- H X in brain a nd
pla s m a orr atby G C/M S.
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de te cto r
Co ndl t lo n
O V-17 e h r o mo so rb ” H P
gla ss
t emp .
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2 - 6 Typic al m a ssfragm entogra m s of H Xa nd its m etabolites obtain ed by G C/M Safter
intr aperito n eal injectio n of H X into a r at.
(A)N- m ethyl-H X(rn/z23 5)a ndphthalic a cid diis obutyle ster(m/z223). H Xc o n c e ntr atio n
in pla srn a w a s1 6･4pg/ml･
(B) N- m ethyl-3-O ff- H X(m/z233), N - m ethyl-3-keto -H X(m/z249) a nd ben zyl n-butyl
phth alte(m/I23 8)･ Sl o ∑-H X and 31keto -H Xc o n c e ntr atio n sin plas m a w ere5 0.7pdmia nd
43.2〟dml, respectiv ely.
C9)(
CH3
CON‥
CON)
co
C H5
He x oba rb i ta1(H X)
N ADPH＋02
m l C r O S O m e S
HQ
(A
主:
c
c
o
.
”
N
”
,
lco
C H3 1
CH3
3 -0日 一 日Ⅹ
Fig. 2 - 7 朋etabolic pat hw ays of he x oba rb i七al
0
払 ^ ,｡.N-+-
c
,
H
C
:;昌
I
L
';c
-
CH3
3- ke七○ - H X
0
s oluble
fr a ctio n
く 実験 結果 >
F ig. 2 - 8 お よ び Taも1e 2 - 2 は､ H X投与後 の H Xお よ び そ の 代 謝 物 の
ラ ッ ト血 渠中濃度 お よ び A UC に お よ ぼ す6 - A N授 与 の 影響 を示 し て い る o
6 - A N投与 に よ り血祭 中HX 猿度 は A UC で約 4 09石渡少 し ､ 一 方 ､ 3 -
ヒ ド ロ キ シ - キ ソ パ ル ビ タ ー ル (i - o H - H X)､ 3 - O H- H X抱合体(3 -
O H- fi x Co n3
'
. ) お よ び 3 - ケ ト - - キ ソ パ ル ビ タ ー ル (3 - Keto - fix) 演
- 30 -
皮 ほ ､ 6 - A N投与 に よ り ､ そ れぞれ 79乙 ､ 3 0啓お よ び 5 帝増加 し た .
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Fig . 2 - 8 Tim e co u rs e studies o n alter ation of H Xm etabolis mby6･ AN tre atm e ntin r ats･ Rats w ere
pr etr eated with 6-AN(20mdkg, i.p.)1 5 hr prio rto H X(looms/kg, i.p.)administr atio n.
Plasm alev els of fi xandits rn etabolites w er edter min ed byG C/M S･
Table 2 - 2 A U CofH X,3- O H-HX,31 0 HIH X-Co njugate a ftd 3-keto-H X
ajier t
'
nje clio n ofH X in rats
A U C(pg･ ml‾l ･hr)
31 0Ii- H X
6- AN H X 3- OH - E X Co njugate 3-keto- H X
50.9 士6.1 121.5 士4.4 99.2 士 4.5 131.0土 5.3
＋ 32･7 土 7.1 130･1 士4.5 13l.0 士11.9(I) 138-0土 8.3
HX w as administered intraperito n eallyto r ats atado se of lo om亀/kg.
AU Cw as calc ulated bythetr ape zoidalrulefro mtim e z erot 3 hr.
Ea ch v alu eis the m e anj= S.E. fro m5 a nim als. (I):Signific a ntlydifTererltfro mH Xalo n e
gr o up(p <0.0 5).
- 3 1 -
2 - 1 - 3 へ キ ソ パ ル ビ タ ー ル の 睡 眠 時 間 に 関 す る 検 討
く 実験 方法 >
使用動物お よび 6 - A Nの 投与 方法 は , 2 - 1 - l に ､ HX の 投与方法お よび
脳 内 ､ 血 祭中 E X濃度 の 測定方法 は , 2 - 1 - 2 と同じ で あ る . 6 - A Nの 投与
量 ほ ､ Acke r rn a n a nd Leibm a n(1 977)に従し
.
､ 35 mg/kgも行 っ た o ま た ､
睡眠 時 間は 正 向反 射 の 消失 か ら回 復 ま で の 時 間 を測 定 し て 求 め た ｡
く実験結果 >
Tab le 2 - 3 ほ､ H Xに よ る ラ ッ ト の 睡眠 時問お よ び 覚醒時 の 脳内 ､ 血 祭 中
IIX 濃度 にお よ ば す 6 - A N投与 の 影響 を示 し て い る .
H Xに よ る睡眠 時間が 25.4 分 で あ る の に対 し て ､ 6 - AN 2 0mg/kg 授与 で
は 3 2.3 分 ､ ま た･, 3 5mg/kg投与 で は 4 2.6 分 と ､ い ずれ も 6 - A N に よ り睡
眠時 間の 延 長が認 め ら れた ｡ ま た ､ 覚醒時 にお け る 脳 内お よび血祭 中HX お
よび そ の 代謝物濃度 は ､ 6 - A N投 与 に よ る影響 を示 さな か っ た o
- 32 -
′ ■■ ヽ
N
ヽ ー
′ ‾ ヽ
ト
ト
(コヽ
T ～ ′ く､
ヽ ー
▼ 一
t= く=)
B守
-
B要
召B
d a
5 8
∈J=3
葛B
L
6 盲
∽ O
.至貞
'
ia 勺
喜富
士音量
ヽ ー q>
ス 名 分
P. 0 ⊂)
重責書
Z q. O
毒書芸
･B発 言
U ヽ _ ′ 4 >
号考毒
害蔓嘉
男毒己
烏 &h 山
cd 寸 【乃
;i!
芸名害
毒墨書
P]
LJI LJ
I
l
- 叫 rl
- H-H
- rr)
rf) 寸
M N
｢
ヽ r√)
r J r
-
1+ 十1
⊂' ｢
＼
､⊂〉 (:く)
t､ ＼J⊃
寸 ＼亡I
M 寸
- H JI
M ＼J⊃
r
ー
卜
rf) tYヽ
N 寸
く⊃ ⊂〉
く=) ⊂〉
＋1 - H
Lr) O
rl rl
⊂) (=)
o O ⊂)
M 寸
⊂) ⊂)
＋t ＋1
(コ＼ I
- I
(コ＼ ⊂h
M rr)
(⊃o O
ぐq -
1+ +1
rq α ⊃
く=) ヾ⊃
M N
′ ‾ ■ヽ (
rl 寸
ヽ_ .ノ ヽ ー
卜 E
l 1
- ▼ 1
- N <
胡 1+ -H
寸 rr) l･D
Lr) ～ M
M M 寸
く=) ⊂〉 Ln
- -
( (
■
■■
■ I
･
■ M
O ､ヽ ･ ノ ヽ ー
B喜<:l
33
※
コ:
l
く⊃
～
d)
_5<
l
M
×
I
l
I
⊂)
l
rr)
粥
EE
米
=
l
(⊃
J 一
(u
J<
l
M
米
=
l
=
○
l
M
米
=
(
bD 亡
'
H
J一
CL
コ
0
IJ
O
育
葡
､皇
-
A)
;>
a )
ぐd
∈
∽
cd
P<
′
′
■
■
■
■ヽ
a
＋ -
cd
レ
J⊃
ー
証
さ
q}
>･
U
亡
亡q
t ■
ロコ
l勺
ヽ ヽ ▲
q
L
盲
q
≡
⊂勺
+≡
fa.
勺
S亡
q
E
＋ ～
C3
L
一 句
S=
■
■ .▲
. 宅
qJ
a
.聖
らつ
q)
iS:
Q
JQ
q
～
qJ
冒
'
勺
E:
q
■ ー
q
慧
L
q
■ q
Q
叫
q)
T <
勺
だ
q
q)
蛋
二こ王
ぎ
＋
～
el
qJ
～
t勺
■ヽ ■▲
q
慧
L
q
J⊃
Q
t;
<
E
Q
a
下
＼1⊃
育
Eq
～
U
S
の
J
CU
q)
rJ
,
a
d
E+
第2章 6- アミノ=ヨテンアミド投阜ラット肝ミクmゾ - ム 薬物代謝
酵素系の検討
2 - 2 - 1 薬物 代 謝 酵 素 活 性 の 検 討
く 実験 方法 >
使用動 物お よ び 6 - A Nの 投与方法 は ､ 2
■
- 1 - 1 に､ M s 調 製法 お よ び 薬
物代謝 酵素活性測定法 は ､ 第 1 編 に従 っ て 行 っ た o 本実験 で は ､ A M お よ び
M A A N- 脱 メ チ ル 化酵素活性 を ､ 2 - 1 - 1 に述 べ た G C/MS法によ っ て も
測定 し た c 活性測定 用 混液 の 組成 は ､ M s 懸滞液( 蛋 白畳 約 2 mg) 0.4 瓜g､
o.2 M l) ン酸 緩衝液(pH 7.4) 0.3 nle(添加実験 で ほ 6 - AN を含む)､ E D T A
(最終濃度 1 mM)0. ユ nle､ N A DP H- ge n e r ating syste m 0.1HLeお よび基質
( 最終濃度1 m M)0.1 舵eを 含 ん で い る .
く 実験 結果 >
Tab le 2 - 4 は､ 1 mM の 6 - A Nを活性測定 用 混液 に添加 した 時 の ､ M s
A M N一 脱 メ チ ル 化 酵素 活性 お よ び AN 水酸 化酵素活性を 示 し て い る ｡
6 - A N は, in viまr o実験 に お い て は ､ い ず れ の 酵素活性 に も影 響 を与え
な か っ た ｡
Tab le 2 - 4
In vi tro effe cts of 6- AN o n hepat ic mic r o s o rn a1
dr ug m etabol i2:ing e n 乙yme a ct ivit ie s in r ats
Ad dit io n Amin op yrin e ” - de m et hyla s e Ani l in e hydr o xyla s e
(H C 日On m ole/mg pr ot/min) (p- a min ophe n ol n m ole/m g pr ot/min)
No n e 3 . 39 ＋.0 . 1 8 0 . 73 ＋ 0 .07
6 - A N(1 mM) 3 ･ 3 6 ± 0 ･ 2 1 0 ･ 7 8 ＋ 0 ･ 0 9
A M a nd 肌 A.w e r e u s ed in a c o n c e
,
n七r a七io n of 1 A 1 0
- 3
M .
Figu re s repr ese nt t he m e a ni S ･ E ･ fr o m14 e xpe rim e nts .
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Table 2 - 5 は
､
6 ･ - A Nを 投与 し た ラ ッ ト 肝 M s を用 い た 場合 の 各薬物代
謝 酵素活性に つ い て ､ 正 常ラ ッ ト 肝 M s の そ れ ら との 比 戟を示 して い る o
6 - A Nの 投与 に よ り ､ AM N - 脱 メ チ ル 化酵 素帝位 は ､ 15 - 1 6帝(G C
/M S法 に よ る 結果 も含む )､ M AA N - 脱 メ チ ル 化酵素活性ほ ､ 2 8- 3 8帝
(同)と ､ い ずれ も上 昇 し た ｡ な お ､ AN水 酸化酵素活性ほ ､ 6 - A N 投 与 の
影 響 をは と ん ど 受け な か っ た ｡
Tab le 2 - 5 EUe cES Of61AN tre atm en(ofrats o nhepa(ic micr os o m al
dr ug-m etabolizing e n zym e a cLiviEiesin vitro
En zym e Co ntrol N 6-A N
A min op yrine N -de m ethylas e(2)
(H C H On m oles/mg pr otein/min)
Amin op yrirleN -de m ethylase(･')
(M AA n m ole s/mgpr otein/min)
M AA N-de m etbylas e(り
(H C H On m oles/mgpr otein/min)
M A A N-de m ethylas e(
3
)
(A An m oles/mg protein/min)
Anilinehydr o xylase
(p- amin ophen oln m oles/mg
pr otein/min)
3.4 7士 0.13 14
2.3 5士 0.14 6
3.27士 0.24 10
2.72A: 0.22
0.6 7士0.03
4.02土0.20(4) 9
4･09土0･28(J)(.) 6
2.71土 0.15 6
4･18士0･17(
ヰ) 8
3.74土0･16(5) 6
10 0.76士 0.06
Rats w ere s a crified 15 hr afterinje ctio n or 6- AN(20mg/kg,i.p.). Ea ch v alu eisthe m e arl
士 S･E･ , a nd N isthe n u mber ofanimals used. (1):lnthis c ase, r ats w ere sa crirlC ed 24 hr after
injectio n or 6- A N(35m島/kg,i･p.) a ccording to Acker m a n a nd Liebm a n(19 77). (2):Deter-
min ed by Nash
'
s m ethod. (3):Deter mined by G C/MS. (4):SignirlC a ntlydiffer entfr o mthe
c o ntr ol(p <0･05)･ (5):Signific antlydiffer entfr o mthe contr ol(P 〈O.Ol).
Ab bre viatio n s:M A A,4- m o n o m ethyla min o antipyrln e;ÅA,4
- a 皿in o a ntipyrln e.
2 - 2 - 2 ミ ク p ゾ - ム 電 子 伝 達系 - の 影 響の 検 討
< 実験 方法>
使用動物お よ び 6 - A Nの 投 与方法は ､ 2 - 1 - 1 に 従 っ て 行 っ た o Cyt. P
- 4 5 0量 の 測定 は Om u ra and Sato( 196 4) の 方法 ､ Cyt. b5 量 の 測 定 ほ
Take s u e a nd Orn u r a( 1970) の 方法 に 従 っ て行 い ､ そ れぞ れ の 分 子吸 光係
- 3 5 -
数 と し て 9 1m M
‾ 1 ･ c m
‾ 1 お よ び 185 m M ‾ 1 ･ c m ‾ l を用 い て算 出 し た .
N A D P fICyt･ c 還 元 酵 素 活 性は P h il lips a nd Langdo n(1 96 2)の 方法
に従 い ､ 活性測定用 混 掛 ま ､ 0.05 M Cyt. c(S igm a)､ 1 mM K C N､ 50
FLM N A D P H( オ 1) エ ソ タ ル 酵母 ) お よび M s ( 蛋白量約 50 p9 ) を含 み ､
0･ 3 4 Ml) ソ 酸 - カ リウ ム 緩衝液(pH 7.6) に て 全 量 を 2.OmPと し ､ 5 5 0n m
に お け る吸 光度 を測 定 し て 求 め た o N A DH - フ ･ エ 1) シ ア ナ イ ド(Cyt. b5)
還 元 酵素活性は 班ihara a ndSato(1972)の 方法 に従 い ､ 1 m M フ ェ t) シ ア
ン 化 カ リ ウ ム ( 和光 純薬) ､ o.3 m M N A DⅡ ( オ リ エ ン タ ル 酵母 ) ､ M s
( 蛋白量 約 5 0FL5) を含 み ､ 全量 を O1 1 M リソ 酸 - カ リ ウ ム 緩 衝液(pH
7.5)に て 2.OmLAと し , 4 2 0n mにお け る 吸光 度を測定 し て求 め た .
< 実験 結果 >
Table 2 - 6 は､ ラ ッ ト肝 M s 電子伝達系に お よ ばす 6 - A N投 与の 影響を
示 し て い る ｡
Cyt･ p - 45 0量 は ､ 6 - A N投与 に より 対照 群 に対 し て 14帝増加が 見ら れ
た が､ C yt. b5 量 ､ N AD PtI - Cyt. c 遼元 酵素活性お よ び N A D H- フ ェ t) シ
ア ナ イ ド還 元酵素活 性 は変 化 し な か っ た ｡
Table 2 - 6 El/e cEs of6
-AN o nhepazic m L
'
cT
･
OS Ofn alelectro ntra n sfe r sys(e min r ats
Ite m N Co ntro1 6-A N
Cyto chro m eP-450
(n m oles/mg pr otein)
Cyto chro m eb5
(n m oles/mgpr otein)
NAD PH -Cyto chr o m e c redu ctase
ULm Oles/mg pr otein/rnin)I
N ADH -rerricya nide redu cta se
UJrn Oles/mg pr otein/min)
11 0.74士 0,03
6 0.25土 0.04
6 0.1 2士 0.01
6 l,93j= 0.16
Rats w er e sacrirlC ed 15 hr afterinjectio n of 6- AN (20mdkg,i.p.).
Each v alu eisthe rrle a n士 S.E., a nd N is the nu mber ora nim als u sed.
(I):SignirlC a ntlyd･iUer entfr o mthe c o ntr ol(p <0.0 5).
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0.84 士0.02(1)
0.25士0.0 3
0.13 士0.0 1
2.06 士0.27
2 - 2 - 3 アミ ノ ピ 1) ン の 代 謝 反 応速 度 に 関す る検 討
< 実験 方 法>
使用 動物 お よ び 6 - A Nの 投 与方法は ､ 2 - 1 - 1 に ､ A Mお よ び M A A N一
脱 メ チ ル 化 酵素活 性測 定法は 2 - 2 - 1 に 従 っ て行 っ た ｡ Km お よ び V m a 三億
の 算 出は ､ L in e w e a v e r- Bu rk プ ロ ッ ト(L in e w e ave r a nd 玉u rk, 1934)に
て 行 っ た ｡
<実 験結果 >
Tab le 2 - 7 は ､ AM ま た は M A Aを基質 と した 時 の N - 脱 メ チ ル 化反 応 紅
お け る K m 値 お よ び Vm ax 値に 対する 6 - A N投与 ある い は 添加 の 影響 を示 し
て い る ｡
6 - A N投与 に よ り ､ A Mの K m 値 は 0.81 m M が o. 64 m M と約30摩滅少 し ､
M A Aを基質 に し た 場合も約半分 の Em 値 で あ っ た . V m a x値は ､ い ずれ の 基
質 に お い て も大き な変動を示 さ な か っ た .
一 方 ､ o.1 m M お よび 1 mM の 6 - A N添加 で は ､ い ずれの 基質にお けるEm値.
お よ び Vm ax 倦 も変化を 認 め ず ､ こ の in vitr o で の 結果 は ､ 2 - 2 - 1 に お け
る 6 - A Nの 作用 と 一 致 し て い た ｡
- 3 7 -
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第3章 考 察
6 - A N は抗 ニ コ チ ン 酸お よ び抗 ニ コ チ ン ア ミ ド作 用 を 有 し (John s o n a nd
M eColl, 1956 ;Am m o nand Steinke, 1 9 72 ; Bielieki and Krieglstein,
1 9 76)､ ま た ､ 短 肢症 ､ 口 蓋 裂な ど の 催寄塑惹起物質 (La ndalle r1 9 5 7;
C ha mbe rlain a nd Goldyn e, 1970 ; Krb
'
ge r et al. , 19 8 0;M cLa chlan,
19 8 0; C ha mbe rlain, 1982)と し て も知 ら れ て い る物質 で あ る ｡ 6 - A Nの
毒 性は 比戟的強く ､ 予 試験と し て 行 っ た ラ ッ ト の L D5｡ 値(W ista r系 堆 ､
腹腔 内注射､ 7 日目 算出)ほ ､ 10.3 呼 /k9( 倍額限界8. 7 - 12.2 mg/k9. P
く 0.05) で あ っ た ｡ し か しな が ら ､ 本 研 究 に お け る投与 後15 - 16時 間目
で の 死 亡 は ､ 15 mg/k9授与 で は認 め られ ず ､ 2 0ny/k9で 1/8 が 死 亡 した
程度 で あり ､ 多く の 死 亡 例が 3 日目 - 7 日目 に認 め られ る い わ ゆ る遅延 性 の
毒性 で あ っ た ｡ 本研 究 把 お け る 6 - A Nの 投与量(15 - 2 0m9/k9) に関 し て
は ､ Acke r m a nand Leibm a n(19 77) が､ 35 Dy/k9の 投与量を用 い て い る
事 も あり 過剰量 で は あ る も の の ､ 特 に問題 とほ な らな い と判断 し た o
F ig･ 2
- 3 ､ Fig
･
. 2 - 4 お よ び Table 2 - 1 に お い て ､ A Mお よ び M AA の
ラ ッ ト血 渠中濃度が 6 - A Nに よ り減少 し ､ 一 方 ､ A A､ AcA A が 増加 を 示
し た 尊か ら ､ 6 -･A N は､ M s C yt. p - 4 50 に依存す る A M- M A A､ M AA
→ A Aの 代謝(Bast and Noo rdbo ek, 1981) を促進する尊 が示 唆きれ た ｡ 同
様 の 成績は ､ F ig. 2 - 8 ､ Table 2 - 2 に示 した H X を用 い た 血 渠中濃鹿実
験 で も認 め ら れ ､ 6 - A Nほ ､ M s Cyt･ P - 450 の 関与す るf[Ⅹ→ 3 - O H -
H Xの 代謝(Tok iet al一 , 19 6 2) を促進した もの と考えられた ｡ Matsuya m a
e t al. (1 9 8 1a ; 1 9 81b)は ､ パ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム を投与 し た 所 ､ ラ
ッ ト 血中 A M濃度 は 低下 し ､ M A A濃度 は 増加 し ､ 更 に ､ A A､ AcA A ､ F A A
の 各濃度 ほ変化 しな い 尊を報告 し て お り ､ 6 - AN の 作 用 と パ ル ビ タ - ル の
作用 と は ､ 多少異 な る様 であ る. そ こ で ､ 薬 物代 謝 系 に お よば す 6 - AN の
作 用 を検討 し た 成績 が ､ Tab le 2 - 4 ､ Tab le 2 - 5 お よ び Taも1e 2 - 6 であ
る ｡ 6 - A N は
, ラ ッ ト肝 M s の AM およ び A N代謝 に対 し て , それ が in vitr o
で 添 加さ れ た 時 には 作用 を示 さず ､ 6 - A Nの 作用 が 直接的 な作用 で は な く
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す で 把 糖 代 謝 の 面 な ど か ら 知 ら れ て い る 様 に ､ 生 体 内 で 6 - ア ミ ノ
N A D(P)(Kaplan et all , 1954 ; Dietrich et al. , 1 9 58 ; Br u n n e m a n
et al一 , 1 96 4; Cope r a nd Ne ube rt, 196 4;A m m o n a nd Steinke, 1 9 72 ;
Am rn o n et all , 197 3; Pr akash and B aotl e r, 1 981) 忙 生 合成 さ れ た 結 果
の 作用 で あ る事 を示唆 し た ｡ 即 ち ､ Brl 皿 ne m an et al. (1964)は ､ 6 - A N
を投与 し た ラ ッ ト 肝 に お い て 6 - ア ミ ノ N A D(P) の 生 合成ほ 6 - 8 時 間 で
ピ ー ク に 達 し ､ 18 時 間後 に は 6 - ア ミ ノ NA D量 は N A Dの 2 0解､ 6 - ア ミ
ノ NAI) P量 は N A DP の 40 - 8 0多 を占め る 事 を 報告 し て い る o
一 方 ､ 6 - A Nの M s 薬 物代謝 酵素活性 - の 作用 の 特徴 は ､ Tab le 2 - 5
に 示 した A Mお よ び M A Aを基質 と し た N 一 脱 メ チ ル 化 酵素活性 の 成 績お よび
Table 2 - 7 把 お け る A M代 謝 の 私Tl値 な ど か ら , A M- M A Aの 代 謝 よ り
M A A→ A Aの 代謝 に ､ より 強く関 与 し て い る事 で あ る o こ の 事 は Igu ch i
(1 981)お よ び M atstlya m a et al. (1 9 81 a ; 19 81b) の パ ル ビ タ ー ル に よ
る A M → M AA へ の 代謝 の E m 値 ､ Vm a x値は 変化 し た も の の ､ M A A- A A
把 関 し て は 影響 を受け な か っ た とす る成績 ､ Gr a m et al. (19 6 8)によ る ア
ユ ノ バ ル ビ タ ー ル 前投与 で A M- A Aの V m a x値 が 3 - 4 倍 に な り ､ K m 値 は
変 化 し な か っ た と の 報 告 とも異な る成績 で あ っ た . A M N一 脱 メ チ ル 化 酵
素には ､ 2 種類 の ア イ ソ ザイ ム が あり ､ 2 つ の K m 値 を持 っ て い る と の 報告
(Pede rso n a nd Aust, 1970) ､ ま た ア イ ソ ザ イ ム は 3 種 で あ り ､ そ の 内の
2 種は D D T で誘導 され る が ､ 億 の 1 種 は デ ィ ル ド .) ソ で わ ず か に 誘 導 さ
れ る と の 報告(Åu st and Ste v e n s, 1 971). も ある . 6 - A Nの M s 薬 物 代 謝
酵素系 - の 関与は ､ い ずれ に し て も こ れ ら の パ ル ビ タ ー ル 類 に よ り誘 導 され
る酵素 と は 異な っ た ア イ ソ ザ イ ム が 関与 し て い る も の と思 わ れ る ｡ こ の 6 -
A Nの 作用 に つ い て 更 に 検 討 を 加 え た の が ､ Tab le 2 - 3 に 示 し た ラ ッ ト
把 お け る H X に よ る睡眠 時 間 に お よ ぼす 6 - A Nの 影響 で あ る o 一 般 に パ ル
ビ タ ー ル 類 に よ る薬物代謝酵素誘導 の 結果､ E Xの 睡 眠時 間や ､ H X の 生物
学 的半 滅 期 が 短 縮 す る事は 聞知 の 尊 で あ る が ､ 6 - A Nの 投与 に よ る H X
の 睡眠時 間は 延 長 し ､ 一 般的な薬物代謝酵素誘 導 の 結果 とほ 異な っ た成 績 で
あ っ た ｡ こ の 事 ほ ､ Aeke r m a n a nd Lei bm a n(1 9 7 7) お よ び C ba w al itet
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all (1 98 2) の 成績 と 一 致 して お り ､ Coper et al. (19 6 6) が述 べ て い る
様 に ､ H X に対す る 脳 の 感受性 が 6 - A Nに よ り高 め ら れた 結果 で あ り , H X
の 代謝が 抑制 され た 尊 に よ る も の で ほ な い と考え られ た o
以上 の 結果お よ び 考察把 よ り ､ 6 - A N は肝 Ms の 薬物代謝系に 対 し て ､ / i
ル ビ タ ー ル 類 とは 異な っ た機 序に て 酵素活 性な どを高め る事が 明ら か と な っ
た o 6 - AN の 作用機 序 に つ い て は ､ 例え ば 6 - ア ミ ノ NA D(P)を用 い る な
ど の 更 に詳細 な検討 を行う 必要 が あ る が ､ 本化合 物 の 合成(入 手) が 困難 で
あ る尊 か ら ､ こ れ 以上 の 検討は 現段 階で は 不 可 能で あ る｡
さ て ､ 第 1 編 に て 認 め られ た E P Nに よ る 肝M s C Ea s e括性阻害に対す る
6 - AN 投与肝 Cytosol添加 に よ る 阻害増強 は ､ 本 編の 結果 より肝 M s 薬物代
謝 系, 特 に A M N一 脱 メ チ ル 化反応 を上昇 させ る あ る種 の Cyt. p - 4 5 0量
を N A D P Hの 増加 の 結果 と し て 6 - A Nが上昇 さ せ ､ そ の 結果 E P N- E P N
o x o nの 反 応が 促進 され ､ C Ease の 阻害増 強作用 が発 現 した も の との 結論を
得 た ｡
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第3編 有機す]ン絶食物による加 机ポ卑シ]り毘 ス テラ - ゼ阻
審とN A D添加 の影響
有機 リ ン 系殺 虫剤 の 1 つ で あ る 0 - エ チ ル 0 - パ ラ - ‥ ト ロ フ ェ エ ル フ
エ エ ル フ オ ス フ ォ ノ チ オ エ イ ト (EP N) に よ る カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ
(C Ea s e) 阻害 が ､ 飽食 お よ び 6 - ア ミ ノ ニ コ チ ン ア ミ ド(6 - A N)投与絶
食 ラ ッ ト の 肝 可 溶性 画 分 (Cyto s ol)添加 把 よ り増 強され ､ そ の 機 序 と し て
Cyto s ol 中 の N A D P Hが 作 用 発 現 因 子 で あ る 事 ､ そ の N A D PH を電子供与
体 とす る肝 ミ ク ロ ゾ ー ム (M s)チ ト ク ロ ー ム P - 4 5 0(Cyt. P - 45 0)が ､
E P N の酸化 的脱硫 化反 応 を触媒 し ､ それ に よ り E P No x o nの生 成が 促進する
事 な ど を第1 編お よ び 第 2編 にて 述 べ た . そ の 結果 ､ 6 - A N投与 Cytosol
添加 で 認 め ら れ た E P N に よ る C Ea s e阻害 の 増 強作用 が ､ NAD 投 与Cyto -
s ol で は見られ な か っ た 事 ､ N A Dを添 加 し た 場 合 に は そ の 増 強作 用 が 見
ら れ た 事 ､ 更に ､ N A Dの 類似体 で ほ そ の 作用 が見 ら れ な か っ た 車 ､ などか ら
N A Dの 作用 忙 注目 し た ｡
周 知 の ご と く ､ N A I) ほMs Cyt. P - 45 0系 に 対す る 電 子供与体 と し て の
作用 ほ な く ､ 電 子供与体 と し て は N A D P tI とN A D fIが知 ら れ て い る
(Sato et al . , ユ96 5 ;Oshin o et al. , 19 6 6;1 9 71 ; H ildebrandt a nd
Estabr o ok, 197 1; Iyanagi et all , 1 9 81 ; Hodgs o n a nd Da ute r m an , 1 980
;Rei 血e et all , 19 81)｡ 有機 リ ン 化合物は ､ N A D P H と分 子 状酸 素の 存
在下 ､ M s Cyt . P - 4 5 0により代謝的活性イヒ反 応を受 け , チ オ ノ (P - S)塾
か ら フ ォ ス フ ェ ー ト(ox o n) 塾に代謝され 毒性 ( 殺虫 力) を発す る
(M u rphy and DuBois , 19 57 ; 19 5 8;0' Brien, 19 5 9; Ne al, 19 67a ;
1967b) ｡ こ の 0Ⅹo n 塑 有機 リ ン 化 合物 は P - S塾 よ り P ＋
∂
の 求電子 性が
強く ､ コ リ ソ ニ ス テ ラ - ゼ (C b E) の 活性 中心 と結 合 し や す く ( 西沢 ら ､
1 9 7 2)母化合物 よ り 強 い 唯 一 の 活性代謝物 で あ る(N o meir and Datlte r m a n,
1979 ; A bo u - Do nia et al. , 19 83)番 な ど も知 ら れ て い る ｡
こ れら の 事 よ り本 筋 で は ､ 有機 リ ソ 化 合物 に よ る C Ea s e 阻 害 に 対 す る
N A D添加 の 影響 お よ び そ の 作 用機序 を知 る事を 目 的と し ､ 種 々 の 有 機 リ ン
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化 合物 の 構造 とNAD の 作用 との 関係 ､ C Ea s e材 料で あ る 肝 Ms の 種 々 の 前
処理 の影 響 お よ び C Ea s eと有機 リ ン 化 合物 と の 結合な どに つ い て 検討 を行
っ た ｡
第1 章 N A D漆カ鯛寺にみられる有機リン化合物によるカル ポキシ
]レエ ステラ - ゼ の 阻害増強作用
3 - 1 - 1 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ と コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 有機
リ ソ 化 合 物 ､ E P Nに よ る 阻 害 と N A D添加 の 影響
< 実験 方法>
本 実験で は ､ 体 重 2 0 0- 2 3 09 の Wista r 系雄性ラ ッ ト を使 用 し た . 飼 育
法 お よ び Ms 調 製法ほ 第 1備 に 従っ て 行 っ た ｡ M s C Ea se 活性 邦定 は ､ イ
ソ カ ル ポ キ サ ジ ド(IS O C) を基質 と し た I S O C水解酵素(ISOCa s e)と
プ ロ カイ ン (P R OC , S igm a)を基質と した P R O Cエ ス テラ ー ゼ (P R O Case)
に つ い て 行 い ､ IS O Ca s eは 第 1 縞 の 方 法 に従 っ て 沸 定 し , P R OC a s e
は ､ P ROC の水 解に よ り生 成する p - ア ミ ノ 安息香酸(P A B A)を 卸定する
T ing et all ( 1949) の 方法を 若干 改良 した Satob a nd Mo r oi(1 97 7)の
方 法 に従 っ て 行 っ た . こ れ ら の C Ea s e活性測定用 混液 の 組成は ､ M s 懸濁液
( 蛋 白量 約3 m5) 0. 2 5仇2､ E P N溶液 ( 最終濃度 1 × 10
‾ 5 M )ま た ほ 0. 2
M トI) ス 一 塩酸 緩衝液 (pH 8.0)0.2 5HLe, お よびN A Dまた は 水 0.2 5耽Bを ､
o. 2 M ト リス 一 塩酸 緩 衝液(pH 8. 0)に て 全量 1
■
m2と し ､ 37 ℃､ 10分 間
プ レ イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ し ､ そ の 後､ 基質･( 最終 濃度 1 m M) 0.5 耽2 を 加え ､
更 に 3 0分 間反応 さ せ た o
コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ (Ch E)活性は ､ V o s s a nd Sachs s e( 1977) の 方法
に 若干 改 良を加 え た Mo r oi et al. (1976) の 方法に 従 い ､ 生成 し た チ オ コ
1) ソ を 5 , 5
'
- ジ チ オ ビ ス ー 2 - ニ ト ロ 安 息香 酸(I) T N B) 試 薬(E l lrn a n
et al. , 196 1) で発 色後､ 4 1 2n m に て 吸光度を測定し て 求め た ｡ な お ､ 用
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い た NA I)の 最終濃度 は ､ 1 × 10
‾ 7 M - 5 × 10
- 4
M であ る o
<実 験結果>
F ig･ 3
- 1 は ､ E P N 陀 よ る C Ease 活性 お よ び Ch E活 性 の 阻害に対する
N A D添 加 の影 響を 示 し て い る ｡
I S O CaB e と P ROC a se の E P Nm:よ る阻害(E P N非添 加時 の 約 ･6 啓)
は ､ 5 × 10
- 6 M の N A D 托 より増 強さ れ､ 1 × 10
- 4
M で プ ラ ト ー に 達 した ｡
I SO Case と P R O Ca se 把 対す る N A Dの 作用 ほ 近似 し て い た ｡ 一 方､ C h E
活性 は 5 × 10
‾ 4 M の NA Dで も 非添 加 時 の 約 2 5解の 阻害増 強に留ま り ,
C Ea s eと C h Eと で は N AD に よ る 阻害増強作 用 に差が見 ら れた o
loo
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3 - 1 - 2 種 々 の 有 機 リ ン 化 合 物 把 よ る カ ル ポ キ シ ル エ ス テ
ラ ー ゼ 阻 害と N A D添 加 の 影 響
く 実験 方法 >
使 用 動物 ､ Ms C Ea s e(I S O Ca s e お よ び P R O Case )お よ び C h E活
性 測 定法は ､ 3 - 1 - 1 に 従 っ て行 っ た o 但 し ､ N A Dの 最終濃度ほ 5 × 1 0
- 5M
と し た . 用 い た 有機リ ン 化合物名と その 構造式を , F ig. 3 - 2 に示す ｡
F lg . 3 - 2
Che mic al str u ctu r･e of o rgan opho spho r u s c o mpo u nds
Orga n opho spho r u s S tr u ctu re
c o mpo u nd
X
R
R
1
2
>法- R3
R
I
R
2 R3
E P N
Su r e c土de
Pa r ath io n
D土a z土n o n
MethyL -
pa r a七h 土o n
Fe nitr oth io n
E P No x o n
Pa r a o x o n
Methy1
-
pa r a O X O n
Fe n土七r o x o n
D D V P
c
2
H
5
0 岱 - o 骨 N O2
c
2
H
5
0 ⑳ - 0 せ c N
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2
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0 C
2
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2
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5
0 C
2
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C E
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3
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C 日
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2
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0 く
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2
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5
0 C
2
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3
0 C王1
C H
3
0
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3
0
0
〉
5
0
ー `
3
ー
⑳
冗
3
C f1
3
0
C H
3
0
0
- o せ N O2
- o - @c Hく呂≡三
- o 骨 NO2
二;%N喜
E
i…
- o % N O2
- o % N O2
‾ o %
N
C
.≡3
- 0 - C H= C - C 12
- 4 5 -
く 実験 結果 >
Table 3 - 1 ほ ､ P - S 塾 有機 t) ソ 化合物 陀 よ る 2種 の C Eas e とC hE 活
性阻害 把 対す る N A Dの影 響 を示 し て い る ｡
I S O Ca s eで の N A D添加 に よ る 阻害増強作用 は ､ EPN ､ シ ュ ア サ イ ド ,
パ ラ チ オ ン で 顕 著陀 見ら れ ､ メ チ ル パ ラ チ オ ン ､ フ ェ ニ ト ロ チ オ ン お よ び ダ
イ ア ジ ノ ソ で は ､ そ れ が小 さ か っ た ｡ P ROC a s eに お け る N A Dの 作用 は ､
ダ イ ア ジ ノ ン を除 い て ISO Ca s e で の 作用 に近 似 し て お り ､ C Ea se の 基質
に よ る N A Dの 作用 の 遠 い は 捻 と ん ど見ら れ な か っ た ｡
一 方 ､ C h Eで の N A Dの作 用 は ､ ダ イ ア ジ ノ ン を 除 い て 全 体的に C Ea se
は ど頗 薯に は 認 め ら れ ず ､ C Ea se と C h Eと で は N A Dの 作用 発現 把 差 が 見
ら れ た ｡
Fig. 3
- 3 は
､
E P Nお よ び E P Nox o n忙 よ る C Ease (ISO Ca s e: ) 阻青
陀 対す る NAD の 影 響'を示 し ､ Table 3 - 2 は､ E PNo x on 以 外 の 0Ⅹo n 塑 有
機 リ ンイヒ食物 忙対す る N A Dの 作用 を示 し て い る ｡
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て も ､ N A Dの 作用 は ､ C Ease お よ び C h Eの い ずれ に お い て も 認 め ら れ な
か っ た (Table s - 2).
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3 - 1 - 3 精 製 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ に 関.す る 検 討
く 実験 方法 >
使 用動物お よ び C 玉】as e( 今 後の 本研 究 は , す べ て ISO Case を表 わす)
活 性測 定法ほ ､ 3 - 1 - 1 把従 っ て 行 っ た ｡ 本実験 で は ､ 酵素材料 と し て ラ ッ
ト肝 M s と 精製 エ ス テ ラ ー ゼ ( カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ル 水解酵 素､ E . C ｡
3･ 1･ 1･ 1 ､ 豚 肝 臓 ､ Bo ebringe rM an nbeim ) を 用 い た ｡
く 実験 結果 >
Tab le 3 - 3 ほ
,
ラ ッ ト肝M s お よ び 精製 エ ス テ ラ ー ゼ の E P N に よる阻害と ､
N A D添加 の 影 響を 示 し て い る｡
M s を 用 い た 場合 に 認 め ら れ た N A Dの 阻害増強 作用 は ､ 精製 エ ス テ ラ ー ゼ
で は 全 く 認 め ら れ ず ､ N A Dの 作用ほ 酵素材料 と し て M s を用 いた 場合 に の み
認 め ら れ る現 象 で あ る事 が 明ら か と な っ た ｡
Table 3 - 3
E 什e cts of N A Do nE P N-indu c ed inhibitio n ofr at‥v er micr o s o m al c arbo xy[ester a s e a nd pur e
e stera se[n vitro
A d ditio n
No ne
E P N
E P N十 NA D
C Ea s e a ctLVlty
6 5.7土2.8
61
.
0土3,3
9.2土4.6
*
Pu r e ester a s e a ctivity
1 2 2.1土6.3
1 0 0.1土4.1
1 0 1.0土4.6
Activitie s of micro so mal c arbo xy(e ster a se(C Ea s e) a nd pure e stera s e(fro m hog ‥v e r micr o s o m es. E･C･
3.1 .1 ,1) w ere sho w n as n m ole sBZH for m ed/mg protehl/3 0min･ T he c o n c e ntr ations of E PN a nd NAD
v ver el xl O
- 5 M a nd 5×1 0
- 5 M
,
r espe ctively. Each v alu eis the m e a n土S ･E･ fr o mthr e e e xperim e nts.
♯p<o.o1: statistic a(ly signific a ntdiffer e n c efro mthe E P Nad ditongr o up･
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第2寮 監P N による劫 ルポ串シ ル エ ステラ - ゼ阻書のN A D による
増強伸周 におよぽす肝ミクmゾ - ム前処理 の影響
3 - 2 - 1 加 熱 の 影 響
く 実験 方法>
使 用 動物 お よ び C Eas e活性軌定法は ､ 3 - 1 - 1 陀 従 っ て 行 っ た o 加 熱 処
理 ほ ､ M s を 活性測定用 泡液托添加す る前 K:4 0℃お よ び 8 0℃ で ､ 5 分 間前
処 理 し た o な お ､ 8 0℃で ほ M s C Ea s e清性 そ の も の が失宿す る事が 予 試 験
で 知ら れ て い る為 ､ こ の 茶托 ほ 活性測定時 托 精製 エ ス テ ラ ー ゼ (E. C.
3 ･ 1･ 1. 1) を ､ 0.0 83 U/Ttlbe 添加 した o
く 実験結 果>
F ig･ 3
- 4 は､ 加 熱処 理 M s を用 い た場合 の ､ EPNに よ る C Ea s e阻害陀
対 す る N A Dの 作用 を 示 し て い る｡
4 0℃ 前処 理M s 把お け る N AD の 作用 は 非 処 理 M s と 比 べ て同等 であ っ た
が ､ 8 0℃前処理 に よ りそ の 作用 は 消失 した .
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by he a七土ng o n 七he HAD - indu c ed po七e n七ia七土o n of
､
a n七土 - c a rbo xyle s七er･a s e act ion of
､
EP N
Ra七 11v e r m土c 工､O S O m eS W e r epr e七r e a七ed a七 4 0
0 a nd
8 00 fo r 5 min . The c o n c e ntr at io n s of E P Na nd N AD
u s ed w e r e1 x 1 0- 5M a nd 5 Ⅹ 1 0
- 5
M
?
r e spe c七iv ely ･
3 - 2 - 2 コ ー ル 酸 に よ る 可 溶 化 の 影 響
< 実験 方法 >
使 用 動物お よ び C Ease 活性 測 定法 は ､ 3 - 1 - 1 昨:従 っ て行 っ た . 肝M s の
可溶化 は Im ai a nd Sato(19 7 4)の 方法 を若干 改 良 し ､ 0.1M リ ン 酸 緩 衝
液(pH 7･ 6) 2 5nte中に ､ M s 懸濁 液(蛋 白量 約 2 mダ) ､ 1 m M ED T A､
2 0啓 グ リ セ ロ - ル ､ 1 m M ジチ オ ス レ イ ト ー ル お よ び所定量 の コ ー ル 酸 ナ
ト 1) ウム (Sigm a) を含 む 泡液 を調 製 し ､ 0 ℃ ､ 3 0分 間放 置 し ､ そ の 後
10 5,0 0 0× 9 ､ 0 ℃ ､ 6 0分超遠 心 分 離 し ､ ペ レ ッ ト(p pt)と上澄(s up)
を得た ｡
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く 実験結果 >
Tab le 3 - 4 は ､ コ ー ル 酸に よ り可 溶化 したM s (ppt と s up) を酵素材料
と し ､ そ の C Ea s e活性 の E P N によ る 阻害 に 対する N A Dの 作 用 を 示 し て い
る
. p pt で は ､ コ ー ル 酸非処理 お よび 0.05 mg処理 で ､ N AD に よ る C Ease
阻害増強作用 が 認め られ た が ､ o. 2 mgお よ び 1 噸 の コ ー ル 酸処理 に よ りそ の
作 用 ほ 消失 し た ｡
一 方､ s up で は 1 叩g の コ ー ル 酸 処 理 に よ りN A Dの 作用 が見ら れ ､ N A D
陀 よ る C Ea s e阻害増強作用 に 関与す る M s 常在成分 が ､ コ ー ル 酸 に よ り 可溶
化 さ れ る結果を得た ｡
Tab le 3 - 4
Effe cts oftr eatm en tof [J
r
V e r micros o m e s w
'
th cho(ate o nthe pote ntiatio n of E PN･jndu c ed
inhibitio n ofc a rbo xyle stera s eby N A D
Cholate
ad ded
(mg/
,
m g
proteln)
(nm 0-es
c
B
a
Z
rBofX.V:Setde/ramSg
e a ctivltV
pr otein/30m舌n)
PPt･ s up.
Co ntrol EP N EP N＋N A D Co ntr ol E P N E PN＋NAD
No n e
0.0 5
0.2
1.0
52.2土3.3
50.5土2.6
4 0.1土8.8
9.9土3.5
48.6土2.5
46.8土2.3
37.4土8.1
7
.
9土3
.
0
1 2
.
0土1 .4
.
l l
.
6土1
.
7o
2 B
.1土5.8
7
.0土2.3
27.9土 9.8
5 3.6土 1.6
1 0 3. 土 4.7
1 3 5.9土1 1.5
1 8.5土 7.1
3 3.5土 6.3
8 6.1土 3.5
1 32.1土1 0.0
1 3
.
2土 2
.5
33.3土 6.9
82.1土 4
.
2
75
.
6ニと1 5.0
'
T he con c e ntrations ofE PN and N A Pused w e re1 米l o-6 M a nd 5×1 0-6 M
.
respe ctiv e[y. Ea ch v alu eis
the m ean土S-E･fr o mfiv e e xpe rimen ts.
.
P<0.Ol. statistic a(Iysjgnifica n tdiffere n c efrom e a ch E P Ngroup.
3 - 2 - 3 透 析 の 影 響
< 実験 方 法 >
使 用 動 物お よ び C Ea s e活性泡定法 は ､ 3 - 1 - 1 に従 っ て 行 っ た o M s の
透析 は 1.15多K C l溶 液に懸 濁 し た M s を シ ー ム レ ス セ ル ロ ー ス チ ュ ー ブ
(Unio n Ca rb ide Co rp. ) に 入 れ ､ 4 ℃ ､ 18 時 間透析 し た o
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く 実験結果 >
T able 3 - 5 ほ ､ 非 透析 お よ び 透析 M s を用 い ､ C Ea s e活性 の E P N に よ
る 阻害 に 対す る NAD の 作用 を示 し て い る ｡
透析に よ り C Ea s e帝位その もの も約 3 0多失宿 した o N A D に よ る C Ea se阻
害増強作用 は ､ 非透析時 (7･3 帝) 托比 べ て か な り滅少(6 7. 2帝)し て い るも
の の
､ そ の 作用 ほ な お残存 し て い る もの と思 わ れた ｡
Tab le 3_ 5
E f fe c七 of d ialysis o n t he N A D- m ed iate d pote n七iat io n of
a n七i - c a rbo xyle s七e r a s e a c七土on o∫ E PN 土n vi 七r o
Tr e atm e nt Ad d i t io n Ca rbo xyle ste r a s e %
a ct 土Ⅴ土七y
No n e
Dialysis
No n e 7 0. 2 1 0 0
E P N 6 5. 7 9 3. 6
E P N＋ N A D 5 . 1 7 . 3
No ne 4 7. 5 1 0 0
E P N 44 . 6 9 3. 9
E P N＋ N AD 3 1. 9 6 7. 2
Ca rbo xyle ste ra s e a ct ivi ty w a s sho wn a s n m ole s B Z H fo r m ed
/m g pr otein/3 0 min . T he c onc en tr at io n s of E P Na nd N A B
u s ed w e r e1 x lO
- 5M a nd 5 x l O
- 5M I r e SPeCt iv ely ･ Ea ch
v alu e is 七he m e a n of 七w o e xpe riTn e ntS .
3 - 2 - 4 N A Da se 添 加 の 影 響
く 実験方法 >
使用 動物お よ び C Ea s e活性測 定法 は ､ 3 - 1 - 1 と同じ であ る o N A Da se
に よ る 前処畢削ま､ 0.4 m Mの NA D およ
′
び 5 - 50 mg の N A Da s e(N A Dヌ ク レ
オ シ ダ ー ゼ ､ E･ C ･ 3･ 2･ 2･ 6 ､ 仔牛牌臓 ､ Sigm a) /0. 1 M リ ン 酸 緩 衝 液
(pH 716) 0.5 nleを 37 ℃ ､ 2 0分 間反 応 さ せ た ｡ そ の 0. 5 nLe を活性測定用 混
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液 に N A D溶液 と し て添加 し た ｡
く 実験結果 >
T ab le 3 - 6 は ､ C Ea s eの E P Nに よ る阻害 に対 する N A Da s c前処理 N A D
添加 の 作用 を 示 し て い る o
N A Dの 作用 ほ ､ N A Das e の 添 加量 に 比例 し て 消失 し ､ 5 0n9 の N A I)a 告e
処 理 で は 8 2帝 の C Ea s e活性ま で 回復 し た ｡ こ の 結果 は ､ N AD の 類 似 体 を
活 性測 定 用 混液 に添 加 し た 時N A D の作 用 が 認 め ら れ ず､ NAD での み そ
の 作用 が認 め ら れた 第 1 編､ 1 - 1 - 3 の 成績 を支持す るも･ の で あ る .
Table 3- 6 E f fe ct of N E Dn u cle o sida s e o nN A B- induc ed
pote ntiatio n of C Ea s einh i bitio n by E P N
☆
C Ea s e
N A Das e ad ded
(m9)
N A B(- ) N A D(＋)
Rat io
* *
10
50
5 5. 4 9 ± 6. 3 7
54.4 8 ± 7 . 6 7
55. 4 0 ± 5. 10
5 8. 74 ± 6.39
9 .9 2 ± 0 . 8 4
1 0. l l ±0 . 9 3
1 2. 4 0 ± 1. l l
48 . 2 4 ±3 . 0 0
0. 1 7 9
0 .1 8 6
0 . 2 2 4
0 . 8 2 1
Carbo xyle ste r a s e(C Eas e) a ctivity was a s s ayed tl Sing =SO C a s
s ubstr ate ･ ☆ r m ole s B Z H fo r m ed/mg pr otein/3 0Tin ･
F igu r e s r epr e s e nt m e a n± S . E . fr o m fiv e .e xpe r i m e nts .
* * N A D(＋) /N E D(-) .
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3 - 2 - 5 セ 1) ソ 酵 素 阻 害 剤 の 影 響
< 実験 方法 >
使用 動物 お よ び C Ea s e活性軌 定法 は ､ 3 - 1 - 1 と 同 じ で あ る｡ セ 1) ソ 酵
素 の 阻害剤 と し て フ ッ 化 フ ェ エ ル メ チ ル ス ル ホ ソ 酸(P MSF , S ig m a)
(s11 tato s and Mu rphy, 19 83) を用 い ､ 所定濃度 と な る 様 C Ea s e活 性 測
定用 混 液陀 ､ プ L, イ ソ キ ュ べ - シ ョ ソ 時 忙添加 し た ｡ E P Nお よ び N A Dの 最
終 濃度は ､ それ ぞ れ 1 × 10
- S M ､ 5 × 10
‾ 5
M で あ る .
< 実験 結 果 >
F ig. 3 - 5 は ､ N A D陀 よ る C Ea s eの 阻 害増強 陀 お よ ぼ すP M S Fの 影 響
を 示 し て い る ｡
C Ea s e括性 は P MSF の 添 加 濃 皮 に 比 例 し て 失 格 し た が ､ N A D に よ る
阻害増強 作用 に 対 し て は ､ C Ea s e活性 がは と ん ど 消失 し た 1 × 10
‾ ヰ
M 陀お
い て も 全 く影響 を与 えな か っ た . こ の 事 は ､ C Ea se の 失 活 と N A Dに よ る 阻
害増強作 用 と が無関係 で あ る事 ､ お よ び M s中 の 阻 害増強物質が セ リ ソ 酵 素
で は な い 事を示 唆 し て い た ｡
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3 - 2 - 6 S H基 阻 害 剤 によ る 影 響
< 実験方法 >
使用 動物 お よ び C Ea s e活性測 定法ほ ､ 3 - 1 - 1 に従 っ て 行 っ た o SH 基
阻害剤は ､ N - エ チ ル マ レ イ ミ ド(N E M､ 半井化学)､ パ ラ ー ク ロ ロ 安 息香
酸 第 2水銀 (P C M B､ 和光純薬) お よ び モ ノ ヨ ー ド酢酸(I A A､ 和光純薬)
を 用 い ､ い ずれ も 0.2 M トt) ス 一 塩酸 緩衝液(pE8. 0)托 所定 量溶 解し ､ プ
レ イ ン キ ュ ベ - シ ョ ソ 時 に 添加 し た . ま た ､ M B の E P Nあ る い ほ S E基阻筈
剤 に よ る前処理 の 実験 ほ ､ あ らか じめ Ms (蛋 白量 約3 噸 )を ､ E P N( 1
m M) あ る い ほ SⅡ基 阻害剤(3 mM) と 37 ℃ ､ 10分 間反応さ せ た 後 ､ 3 - 2
- 3 陀従 っ て 透析 し ､ こ れ ら の 阻害剤 を 除去 し た ｡ また ､ 透析に よ り失 活 し
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た C Ea s e活性を補 う為 ､ 精製 エ ス テ ラ ー ゼ (E. C. 3. 1. 1. 1 )を 0.1 2 5U
/ Tube 活性軌定時 に 添 加 した ｡
< 実験 結果 >
Table 3 - 7 は ､ N A Dに よ る C Ea s e阻 青 増 斡 作 用 に お よ ば す NE M､
P C M B お よび I A A添 加 の 影響 を示 し て い る ｡
N AD添 加 に よ り , E P N単独 時 の 5 2.2 の 活性が 3.5 にま で 阻害 され た
C Ea s e活性 は . 1 m M の N E M で 3 4. 2 ､ 0. 1 m M の P C M B で 45.6 の活性 に
ま で 復し ､ N A Dの 作用 は 消失 し た ｡ ま た ､ IA A は 1 血M添 加 し て も N A D
の 作用 陀 影響を 与 え な か っ た ｡
Tab le 3 - 7
Effe cts of s ulfhydryl re age nts o nthe N A D- m ediated pote ntiatio n of a ntトc a rbo xyle stera se
a cljo n of EP N in vjtro
Su】fhydry=e age nt
A d ditio n No n e N E M P C M B
0.1 m M 1m M 0.01m M 0.1 m M
lA A
0.1 m M 1m M
Contro1 58.0土3.5 5 3.2土3.3 4 0.6土1 .7 57.4土5.0 5 2.7j=4.7 54.6土2.7 51.3土3.5
EP N 52.2土3.4 4 9.1土3.2 3 8.6土1 .4 52.3土4.7 4 7.9土4.7 4 9.8土3.0 4 6.5土2
.8
EP N＋N A D 3.5土0.5
★
3.8j=0.4
*
3 4.2土1 .7 6.9土2.7
＋
4 5.6j=5.4 3.3j=0.5
*
3.3土0
.6
＋
Carbo xylesle ra s e a ctivity vv a s sho w n a s n m ole sB Z 卜1 fo r m ed/mg protein/30min. The con c e ntratio n s of
EPN a nd N A Du sed w erelxlO
- 5 M a nd 5×10
1 5 M , re spe ctiv ely. Ea ch v alu eis the m e a n土S.E.fro m3 - 5
e xpe rh e nts. N E M: N - ethylm aleimide . P C M B: p
- ch[o r o m e r c u rbe n z oic a cid
.
1 A A: iodo a c etic
a cid.
＋
P<0.0 1: statistic alLy signific a ntdiffe re n c efro mthe E P Nalo n egr o up.
Table 3 - 8 は､ E P N お よ びS H基阻害剤 で 前処 理 した M s を 用 い た 場合
の CEase括性 に対 す る N A Dの 作用 を示 して い る ｡
E P N お よび E P N＋ I AA 把 よ る前処理 で ､ N A Dに よ る阻害増強作用 は
Table 3 - 7 よ り は 減少 し た も の の ､ な お 認め られ た o 一 方 ､ E P N＋ N E M
と E P N＋ P C M B 陀 よ る前処理 で は ､ Table 3 - 7 の 成 績 と 同様 に N A Dの
作用 は 消失 し た o 即 ち ､ E P N に よ る前 処 理 (C Ea s eの 阻害) ほ NAD の 作
用 に 影響 を受え な い 事 ､ N E Mお よ び P C M 王= ま影響 を与 え る辛が示 さ れた ｡
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Table 3- 8
Efe cts ofpr etre atm e nt of(iv er micro s o m e s with E P Na nd s uJfhydrylre age nts on the N A D-
effe ct
Ca rbo xy[e ste ra s e a ctivity(% ofc o ntrol)
Pr etrea tm e nt
EP N
EP N＋NEM
EP N＋P C M B
EP N＋lA A
Con trol EP N
100.0
1 00.
1 00.
1 0 .0
9 5.6土5.6
9 2.8土1 3.3
9 2.2土27.3
9 6.0土5.9
E P N＋N A D
3 5.0土11.2
…
9 3.4土1 3.3
9 2.9土26.6
71.1=ヒ8.9
★
T he micr o s o m e s vv er epr etr ea ted vvith E P Na nd s uげhydryLre age nts fo r1 0min at 37
o
C. T he c o n c e n-
tration s of EP Na nd sulfhydrylre agen ts u s edin the pretr eatm e nt w ere1 m M a nd 3m M , re spe ctiv e(y.
AfterdiaJysis , 0.1 25 Uofpu re e ste ra s e(E.C .3.1 .1 .1) w a s ad ded ”thein c ubatio n mixtu r e ofthes e e xperi-
m e nts. T he c o n c e ntratio n s of E P Na nd N A Du s ed in the a ss ay mixtu re w er elxl O
‾ 6 M a nd 5)く1 0
- 6 M.
r espe ctiv e一y. Eachva[u eisthe m e a nj=S.E. fro mthre eexperim ents.
≠
P<0.0 5a 向d … P<0.01: statistic ally
signific a ntdiffere n c efro m e a ch c o ntr olgro up.
尚 ､ M s C Ea s eに 対 す る N E M 忙 よ る阻害ほ 非素食的で あ り､ I A Aに よ る
そ れ は ､ 競合 的な も の で あ り(F ig. 3 - 6)､ 両者の 阻害形 式は 異な っ て いた ｡
E PN
Km(mM) Vln a X(abs o r
.ba n c e)
o mM 0. 11 7 0. 32 5
1 巾H 0. 2門 O . 2 58
3 mM 0. 308 0 . 2 31
凸
○
㌔
-
:I
ヽ
NEM
0
1/[･lS OC】(nM
- i
)
5
KTTl(mM) vln a X(abso rba n c e)
0 mJ4 0. 117 . 0 . 3 2 5
1 mM 0. 142 0. 18 7
3 nM 0. 1 8 5 0. 10 2
. ー
2 0
凸
O
ヽ
>
､
0
J A A
0
1/【lSO C](州
- i)
5
KITl(rnM) Vm a x(abs orba nc e)
0 nM 0,1 17 0. 3 25
1 mM 0 . 1之3 0. 3 23
3 nM O. 1 4 0 0 . 318
O
(:)
㌔
～
>
ー
5 0
1/[IS O C](JnM
- i
)
5
F ig . 3 - 6 エnh i b i t io n pr of i le of c a rbo xyle s七e r a s eby
E P Na nd s ul f hydryl r e age nts
pu r e e ste r as e(E ･ C ･ 3 1 1 ･ 1 ･ 1) w a s u?ed a s a n e n zym e
s o u r s e. In c uba七io n mixtu r岳 w a s i n c ubated at
3 70c fo r 3 0 min wi t h inh i b i to r s. Valu e s o nt he
o rdin ate a r e sho w n as ab8 0 rba n c e of B Z Ha七 4 9 5n m.
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第3牽 監野No x o nの 生成およびカル ポ卑シル エ ステラ - ゼと
監野Nあ 凱 ､はN A Dとの結合
3 - 3 - 1 N A D添 加 把 よ る E PNoxon 生 成 の 検 討
く 実験方法 >
使 用動物お よ び C 丑as e清性測定法 は ､ 3 - 1 - 1 に､ E P Nox o nの 定 量 法
は ､ 第1 編陀従 っ て 行 っ た ｡ E P No x o nは M s 中 の フ ォ ス フ 7 タ ー ゼ な ど の
A - エ ス テ ラ ー ゼ (A l dridge, 19 5 3) 陀 よ り 一 部分解 さ れ(La ske r et all ,
1 9 8 2 ;Abo u - Do nia et al. , 19 8 3)､ ま た ､ 一 部 ほ C Ea s eの セ リ ソ 残基 と
結 合す る為 托 ､ 生 成 し た E P Nox on 量を 正確 把 定量す る 目的 で本実験 では ､
c Ea s eの セ リ ン 残基 を マ ス ク す る P MSF ( 最 終凍度1 m M )とA - エ ス テ ラ
ー ゼ の 阻菩剤 で あ る E D T A( 最終濃度 4.5 ×1 0
- 5 M ､ 同仁薬化学研 )
(sh ishi do et al. , 19 7 2;Sultatos a nd Mu rphy, 19 83) を ､ 反 応混 液に
添 加す る実験も 加え た ｡
く 実験結果 >
Tab le 3 - 9 は､ C Ea s e活性測定用 混液中 で の E P No x o n生 成に お よ ぼ す
N AD添 加の 影響 と ､ そ の 時 の C玉】a s e括性を 示 し て い る ｡
E PN の み で ほ ､ 反応中托 お け る E P No x o n生成量は 定量限界以下 であ っ た
の 忙対 し て ､ NAD を 添 加 す る と 添加 E P Nの 2.3 帝 E P No x onが 生 成 し た o
そ の 時 の C Ea s e清性 は 13. 3 帝 忙低下 し た ｡ PM SF とE D T Aの 添 加は ､
E P No xon 生 成量 を 3. 1 啓と 若干 多く し た .
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でab le 3 - 9
Effe cts of N A Do n the e n zym atic for matio n of EP No x o nfr o m E P Na nd c arbo xyle stera se
a ctiv lty
A d ditio n
No n e
EP N
E P N十 N A D
EP N＋N A D＋PM S F＋E D T A
E PNox o n
(M)
% Ca｢bo xyle ste ra s e
(E P No x o n/EP N) (% ofc o ntr oり
N.D .
3.5×10
- 7 2.3
4.7×1 0
- 7 3.1
1 0 0.
8 5.9
1 3.3
T he c o n c e ntration s of E P Nad ded w er e1 .5×1 0
‾ ら M in 1 0mlof in c ubation mixtur eforthe EP No x o n
as s ay a nd 1xl O
-6 M in 1.5 ml of in c ubatio n miktu refor.the c a rbo xyJestera s e a s say. re spe ctiv ely. T he
c o n ce ntratio n s of N A Du s ed w e re7.5×1 0
- a M forthe EP No x o n a ss ay a nd 5×1 0
‾ 6 M fo rthe c a rbo xyト
ester a s e a s s ay. re spe ctiv e一y. P M S Fand E D T Aad ded w er e1 m M a nd 4.5×10
- 6 M , r espe ctiv ely. N, D.:
less tha n0.5×1 0
- 7 M . Ea ch va(u eis the m e a n oftw o e xperim e nts. E P No x o n w a sdeter min ed bythe
G C- M Sm ethod.
3 - 3 - 2 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ - ゼ と E P Nと の 結合 に お よ
ばす N A D(P)添 加 の 検 討
く 実験 方法>
使用 数物お よび C Ease 活性 測定法ほ ､ 3 - 1 - 1 に 従 っ て行 っ た o 本 実験
で は ビ リ ジ ソ ヌ ク レ オ チ ド と し て NAD の 飽 陀 N A I) P( オ T) エ ソ タ ル 酵母 )
も 使用 し ､ 最終濃 度は い ずれ も 1 × 1 0
‾ 6 M - 1 × 10
- 4 M と した ｡
E P NとC Ea s eと の 結 合 は フ ェ - ル ー 1 4C 一 様識 E P N(1 4C - E P N) を
用 い ､ C Ease 活性 測 定用 混液の E P N で お およ そ 1 0,0 0 0 d. p. m . に 希釈 し
て 使用 し た ｡ 結合量 の 測定は CEa s e活性測定用 反応混液を 37 ℃ ､ 10 分 間
イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ し ､ ISOC (基質)を添加せ ず直ち 陀 15啓 メ タ リ ソ 酸
2 瓜gで反応 を停 止 し た . 3. 0 0 0r ･ p. m . 10 分間遠心分離後 ､ 沈澱 物 に 再 び
同試薬 を加 え ､ 振 と う ､ 遠心分 離後 ､ そ の 沈澱物 忙 メ タ ノ ー ル 2 nzeを加 えた .
こ の メ タ ノ ー ル で の 洗准 ､ 遠心分 離を 5 固練 り返し ､ メ タ ノ ー ル 層 の 放射能
が認 め ら れな く な る ま で 洗源 し て 得られ た 沈澱物を ､ 1 N NaO モIl m2 で 8 0
℃ 加 熱溶解 し た . そ の 0.5 乱gに水 1 me およ び ア ク ア ゾ ル (Ne w Engla nd
Nu clear) 1 0neを加え ､ 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ソ タ - (Be ckm a n,
m odel S L- 10 0 C)にて 放射能を測定 し た .
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< 実験 結果 >
F ig. 3
- 7 A は､ E P N に よ る C Ea s e活性阻害 に お よ ぼす N A D お よ び
N A D Pの 作用 を示 し ､ Fig. 3 - 7 B は､ CE a s eと1 4C - E P N( ox o n) と の
潜含量昨 お よ ぼす N A Dお よ び N A D P の影 響を 示 し て い る ｡
E P N 陀 よ る C Ea s e活性 阻害 ほ ､ N A D P把 よ っ て も増強 され た が ､ その 程
度は NAD に比 べ 1/3 に留ま っ た ○
一 方 ､ C Ea.s eと 1 4c - E P N( o x o n)と の 結 合 量 ほ ､ N A Dで は そ の 添加
量 の 増加 に 比 例 し て 増 加す る事 を認 め た が ､ N A D P での 増加 は C Ea s e活性
の 阻寄増 強と同様 把 少 なか っ た .
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■●･l ･一
く⊃
芸 ニ 5 8
≡～:
A v I
O
t=
○
. 一■⊃
.d=
l =
0
8 0 0
了0 0
_
> 6 0 0
I
=
I.a
: 5 00
1=1
～
8 ⊂
ヰ0 0
3 0 0
F lg . 3 - 7
- 0 - ; N A B
- 一 旬･ - : N A D P
恥 0 砂亡== ニー ー -
ー ‾ ` ■
+ 一 汁 - - ･⊥ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･･ ･ ･･ ･ ･ ･ ･-
/
○
o 一
- 0
一
･ o .
'
N A D
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Co n c e ntr ations of N A Ba nd N A D PトIDg M)
Effects oi N AD a nd N A D Po nthe EP N-indu c edinhibito n of carbo xy!e stera s e a nd binding of
1 4C- E P Nto micr o s o m alpr otein･ [nhibitio n perc e nt of c arbo xy[e stera s e a ctivity a nd a m o u nt of
1 4C-
EP Nbo undto micr o so m a(pr otein (pm ole s- 4C -･bou nd/mg protein/1 0min) ar e sho w nin A a nd Bofthe
figu re･ T he c o n c e ntr atio n of E P Nu s ed w a s1 xl O
- 5 M ･ Ea ch poJ ntis the m e a n ofthr e e e xpe rim e nts .
- ○ - : N A D, - ㊨ - : N A D P.
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3 - 3 - 3 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ と E P Nと の 結 合 に お よ ば
す SH 基 阻 害 剤添 加 の 検討
< 実験方法>
使用 動物お よ び C Ea s e活性測 定法 は ､ 3 - 1 - 1 陀､
1 4C - E PN とC Ease
と の 結合 量 の 測定 は ､ 3 - 3 - 2 昨:従 っ て行 っ た . なお S H基阻害剤 の 最終鎮
定は 1m M で あ る ｡
< 実験 結果 >
Fig. 3
- 8 A は､ EP N に よ る C Ease 括 性 阻 害 に お よ ば すN A D お よび
S H基阻害剤添加 の 影響を示 し ､ また ､ Fig1 3 - 8 B は､ 1 4C - E P Nと
C Eas e と の 結合 に お よぼ すN AD お よ びSⅡ 基阻害剤の 影響を示 し て い る o
C Ea s e活性 の N A Dに よ る 阻青 増 強作 用 に対す るNE M､ P C M B お よ び
I A Aの 影響は ､ 3 - 2 - 6 に示 し た 結果 と 同様で あ っ た .
一 方､ N A D添加 陀 よ り非添加時 の 約 2.5 倍増加 し た 1 4c - EPN(ox o n)と
c Ea s eと の 結合量 ほ ､ N EM お よ び PC M Bの 添加に よ り 全 く増 加 が 認 め ら
れなくな っ た ｡ こ の 結合実験の 成績ほ , F ig. 3 - 8 A にお け る CEa s e活 性 の
成庸 と極め て 密接な 関係を 示 し た ｡
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Fig ･ 3 - 8 Effe cts ofs uげhydry= eage nts o nthe N A D-
m ediated pote ntiatio n of antトca rbo xylesteras e
a ctio n ofEP Na nd binding of
1 4C- EPNto micr os o m at
protein･ Ca rbo xylesteras ea ctivltY a nd a m o unt of
14C- E P N bo u nd to micros o m atprotein w ere sho wn
a s n m ole s B Z H for med/m g protein/3 0 min a nd
pm ole
.
s 1 4C - bo u nd/mg protein/1 0min, r e spe ctiv ery.
T he c o n c e ntration s of E P N
･
N A Da nd s u旧1ydryl
reage nts u s ed w e rel xl O
- 6 M .5×1 0
- 5 M and lm M,
r e spe ctively. Ea ch c o[u m nis the m e a n 土S.E. fro m
thre ee xperim e nts.
＋
P<0.05a nd * ＋ P<0.01: sho w ed
a statistic aly slgnific a nt diffe rencefro mthe n o n e
added gr o up.
3 - 3 - 4 カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ と N A Dと の 結 合 の 検 討
く 実験 方法>
E P N 陀 よ る C Ea s e阻害に 対す る こ れ ま で 述 べ た N A Dの 阻害 増強 の 作用
機 序 と し て ､ C Eas e と N A Dと の 複合体 が 生成 し ､ それ に よ り EPN 陀 よ る
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C E:a s e阻害の 増強が 生 じ る 可能性 を考 え ､ 本実験 を行 っ た ｡
1 4C - N A DとC Ea s eと の 結合量 の 測 定は ､ 3 - 3 - 2 の 1 4C - E PN を 用 い
た 実験 に準 じた ｡ 1 4C - N A D は､ カ ル ポ ニ ル J 4 C - N A Dと U - 1 4C - N A D
を 使用 し ､ ま た 比戟 の 為 に ､ 1 4C - ニ コ チ ン ア ミ ド(1 4c - N. A) (い ずれ も
A m er sba m) も 用い た ｡ こ れ ら を非標識N A Dあ る い は N. A で , お お よ そ
10
,0 00 d.p . m . に希釈 (最終濃度 5 × 10
‾ 5 M ) し ､ C Ea s e活性測定用 混液
に 加 えた ｡
< 実験 結果 >
Table 3 - 10 は､ 標識部位の 異 な っ た 2種の 1 4c - N A D と1 4c - N . A を用
い
､ それ ら の C Ea s eと の 結合量を示 し て い る｡
Tab le 3 - 1 0
B ind ing of M A Da nd nic ot in a mi de to mic r o s o n al protein
A d d i t io n B ind 土ng pe r c e nt
(r ad lo act 土vi 七y
p p七
/r ad loa c七土vi ty
lni 七ial
)
H A D(Ca rbo ny ト
14
c) o. 3 0 ＋ 0 . 1 2
N A D(U _ 1 4c) o . 3 0 ＋ 0 . 1 3
N Ic o七1n a mide(Ca rbo ny ト
1 4
c) o . 2 4 ± 0 ･ 0 7
T he c o n c e n七r a七io n s o王
､
H A Da nd nic ot ln a mi de u s ed w e r e
5 x 1 0
- 5M ･ Ea ch v alu e is t he m e a ni S ･ E ･ fr o mt hr e e
e xpe rim e nts .
1 4C - N A D と C 玉】as eと の 結合量 は ､ 阻害増強作用 の 認 め ら れ な い N . A と
比 べ て ほ と ん ど変 らず , N A Dに よ る阻害増強作用 が C Ea s eとN A D との 結
合 の 結果生 じ る現象で あ る と の 可能性は 否定 された ｡
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第卑章 考 察
第 1 編に お い て 見ら れ た 肝 Ms C Ea s e活性 の E P N 把 よ る阻 害が ､ N AD
添加 に よ り顕著 に増 強 され た 尊 に つ い て ､ 本 編 で は 詳細 な検討 を加 えた .
Fig . 3 - 1 お よ び Table 3 - 1 陀示 し た 様 に ､ ラ ッ ト肝 M s C､Eas eお よび
C h E活性 の 有機 1) ン 化合 物に よ る 阻害 忙 対 し て ､
_
N A D はC Eas e活 性阻 害の
増強を 顕著 に 示 し た も の の ､ Ch E 忙対 し て は そ の 程度 が小 さか っ た . こ の 事
ほ 先 托 M u rphy and Chee v e r(1972), Satoh a nd Mo r oi(19 7 3b) お よ び
M o r oi a nd Kuga( 1 98 2)な どが 述 べ て い る CE ase の 有機 リ ン 化 合 物 に 対
す る 感受性( 親和性)が C h Eの そ れ よ り高 い と す る報告 と 一 致 す る 成 席 で
あり ､ 0Ⅹ o n塾有機 1) ン 化合物に よ る C hE阻害 に よ る毒 作 用 か ら ､ 生体 を防
禦す る ス カ ベ ン ジ ャ ー と し て の C Ease の 役割(Fon n u m and Ste r ri, 1 981)
を考 え る時 納得 出来 る も の で あ っ た ｡ NAD の 作用 ほ 有機 リ ソ 化 合 物 の ア ル
キ ル 基 の 違 い に よ り そ の 程度 が 異 な り , エ ト キ シ 基 を有す る化合物 の 方が
メ トキ シ 基 を有す る そ れ よ り も 強 い N A Dの 作用 を認 め た ｡ こ の ア ル キ ル 基
の 速 い に よ る N A Dの 作用 の 差 に つ い て ほ ､ 有機 リ ソ 化 合物 と C Easeと の 親
和性 の 差(Mu rphy a nd C he e v e r, 1 9 72 ; Cohe n a nd Mu rphy , 1 9 7 2)､ Cyt.
P - 45 0､ 恐 ら く P - 450 p B(La ske r et all , 19 8 2) と の 結 合 の 差
(No r m a n et al. , 1974 ; Uch iya m a et al. , 1 97 5; K am atakiand Ne al,
1976)､ お よび フ ォ ス フ 丁 タ - ゼ な ど の A - エ ス テ ラ ー ゼ 陀 よ る 有 機 リ ン 化
合 物 の 分 解(M acknes s et all , 19 83 ;Sul tato s and Mu rphy, 1 9 8 3) の 差
な ど の 面 か ら見 た 有 機 リ ン 化 合 物 の 構造 活性相関的 な差が 考え ら れ ､ 更 に ､
ア ル キ ル 基 の 炭素 鎖 の 速 い に よ るイヒ学的安定性 の 差 も考慮 し なければ な らな
い と思 わ れ る . し か し な が ら こ の 詳細 托 つ い て ､ 本研究 で ほ 検討 し て い な い ｡
F ig. 3
- 3 お よび Table 3 - 2 は､ 0Ⅹo n塾 有機 リ ソ 化合 物に対する N A D
の 作用 を見た も の で ､ 0Ⅹo n型 有機 リ ソイヒ合物 に よ る C Ea s e阻害に 対 しては ､
N A Dの 作用 が 発 現 し な い 尊 を 明ら か と し た ｡
Tab le 3 - 3 の 精製 エ ス テ ラ ー ゼ を向 い た 成績 は ､ 以上 の N A Dの 作 用 が
M s 存在下 で の み 認 め ら れ る現象 で あ る事 を 示 し て お り ､ こ の 事 か ら ､ N A D
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に よ る C Ea s eの 阻害増強作用 ほ ､ M s中 に存在す る未知物質( 未知因 子)の 共
存下 陀 お い て の み 発 現 する作用 で あ る事が 推察 され た o
第 1 章 に お い て 明ら か とな っ た 種 々 の P - S型 有機 リ ソ 化合物 に よ る M s
C Ease 活 性阻害 の N A D によ る阻害増強作用(以 後 ､ 本 研 究 に お い て こ の
N A Dの 作用 を
tt
N A D- 効果 ” と略 し て 称する 事に す る) に つ い て ､ 第 2葦
で は ､ そ の 機構 を知 る 目的 で Fig. 3 - 4 ､ Table s - 4 ､ Table 3 - 5 お よ び
F ig･ 3
- 5 ､ Tab le 3 - 7 に 示 す実験を行 っ た o そ の 結果､ M s 内 在 性 の 未
知因子 は 熱 に不 安定 で ､ コ ー ル 酸 によ り可 溶化 され ､ セ リ ソ 酵素阻害剤 により
阻 害 さ れず ､ さ ら に , N E M, PCM Bな ど S モⅠ基 阻害 剤 で 阻 害 さ れ る 性
質 を 有 す る 尊 が 明 ら か と な っ た ｡ S H基 阻害剤の 内I A A で ほ､
tt
N A D-
効果
” が 消失 し な か っ た 事に つ い て ほ ､ F ig. 3 - 6 に示 し た 様 托 ､ N E M陀
よ る C Ea s e阻音型 式 とI A Aの それ とが 異な る尊 か ら ､ M s 内在 性未知 因子
が 1 種類 で は な い 車 を示 唆 し た . ラ ッ ト 肝M s C Ea s eは N E M およ びP C M B
托 よ り 阻害され な い (Mo r oi a nd Satoh, 1 9 75) との報告と､ Fig . 3 - 5に示
し た P M S F に よ る C Ea s e阻音 の 結果お よ び Table 3 - 8 の 結果は ､
tt
N A D
- 効果
”
の 消失 に M s C Ea s eの 阻害が直接関与 し て い な い 尊を示 し て い る.
以 上 の 諸知見 よ り ､
ttN A D- 効果 '' を発 現す る Ms 内在性未知因子 ほ ､ そ
の 作用 発現に NAD そ の も の の 構造 を必要と す る( 第1 前の F ig. 1 - 4 お よ
び 本編の Tab le 3 - 6 )あ る種 の 酵素 ､ 恐 ら く ､ そ の 諸性質か ら M s 内在性デ
ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ で あ る車が推測 され た ｡
第 3章ほ
､ ､
N A D- 効果
”
に つ い て 更に 詳細 な検討を加 えた もの で , Tab le
3 - 9 は､ E P No x o n生成量が N A D によ り促進 され る事 を示 し て い る. こ の
事 と Fig. 3 - 3 ､ Tab le 3 - 2 に おけ る 0Ⅹ o n 塾 有機 リ ソ 化 合 物 に対 し て
tt
N A D- 効果
'' が 認 め ら れ な い 尊を 併せ 考え る と ､
¶ N A D - 効果
”
ほ ､ P
- s塾有機 1) ソ 化合 物が ox o n塾 陀変 換さ れた 結果生 じ た も の で あ る と推 察
さ れ る . こ の 事 ほ ､ F ig. 3 - 7 A Bの 結果 か ら も支持さ れた o 即 ち ､ F ig･
3 - 7 A B に おい て ､
ttN A D- 効果 ” と ､ C Ea s eとl ヰC I E P N(o x o n)と の
結合 ほ よ く 一 致 し て お り ､ ま た ､ それ ほ NADP よ り N A D に おい て 原著 把 認
め ら れた o Oxo n塾有機 リ ソ 化合物 の C Ea s eと の 結合 托 つ い て ､ Cohe n a nd
- 67 -
M u rphy(19 7 2) は ､ マ ラ チ オ ソ の 0Ⅹo n塾 で あ る マ ラ オ キ ソ ソ の C Ea s eと
の 結合 が ､ C Eas e活 性阻害と 良い 相関性を 示 す事 を報告 し て い る ｡ 今 回 ､
N A D添加 に よ り1 4 c - E P N(o x o n) と C Ea s eと の 結合量 が 増 加 し ､ そ の
時 の C Ea s e活 性 が そ れ と 逆 比 例 的 に 低 下 し た 事 は 彼 ら の 報告 と も 矛 盾
せ ず , Table 3 - 9 に 示 し た E P No x o n生 成 の 結 果 と も 一 致 し て い た ｡
一 方, こ の E P Nox o nとCE a s eと の 結合 ほ N E如 お よ び P C M B で阻 害 され
(F ig. 3 - 8 B), こ の 結合実験 か ら も SH 基 を有す る未知因子 の 関与 が 示 さ
れ た ｡
こ れ ら の 結果 お よ び 考察 よ り tt N A D- 効果 ” 発現 に 関与す る 酵 素 と し て
は ､ 活性中心 に S H基 を 有 し ､ N A I) P よ り N A Dを よ り 強く要 求 す る M s デ
ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ が 考え ら れ ､ こ れ に よ り添加 した NAD が N A D Hに 変換 し ､
そ れ が cyt. p - 4 5 0系托 よ る E P Nの 酸化的脱硫化反応を促進 し ､ E P No x o n
生成量 を増加 させ る と仮 定 した ｡
こ の 仮定陀 対 し て の 研究 ほ ､
tt
NAD - 効果
''
の 作用 機序 と し て ､ 第 4 編
陀 て 詳述 す る o
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第卑編 有機リン椎骨物によるカ ルポ尊シ ル 毘 ス テラ - ゼ阻
審 の悶A Dによる阻審増強伸周(
"
悶風D - 効農
門
)に
関する伸周磯序の検討
第 3 偏 に お い て . 有機 T) ソ 化 合物 に よ る 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム (M s)カ ル ポ キ シ
ル エ ス テ ラ ー ゼ (C Ea s e) 活性 阻害が ､ N A Dの 添加 に よ り著 る しく 増 強 さ
れ る尊 ､ お よ び そ の 増強作用 の 特徴 に つ い て く わ し く報告 した . 周知 の ご と
く､ 肝 M s チ トク ロ ー ム P - 4 5 0(Cyt. p - 4 50) 依存托 よ る チ オ ノ (P - S)
塾 有機 リ ソ 化合物 の フ ォ ス フ ェ ー ト(o‡o n)塾 有機 t) ソ 化 合 物 - の 酸 化 的.
脱 硫化 反応 ほ ､ 打 A D(P) H と分 子 状酸 素 の 存 在下 で 促進 さ れ る膚 が知 られ
て い るが ､ 電 子 供 与体 と な らな い N A Dの 作用 に つ い て は 明 確 に さ れ て い な
い
o 第 3 前 の 結果 よ り ､ こ の N A D に よ る C Ease の 阻害増強(
tt
N A D- 効
果 '') の 作用機 構が 仮 定され ､ tt N A D - 効果 '' の 引き 金 とし てM s 内在性 因
子 の 関与 ､ 更 に ､ そ の 未知因子 の 候補物質と し て M s 内在性長鎖デ ヒ ド ロ ゲ
ナ - ゼ が考え ら れた .
デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ の 多 くは ､ 細胞の ミ ト コ ン ド リ ア あ る い は 可 溶性画 分
(Cyto s ol)に 存在(G lenn a nd Vanko, 1959 ; Deitrich, 1 96 6 ;削 tte r,
19 65 ;M arjan e n, 1 9 7 2, 1973) する も の が多 い が ､ 近 年､ Ms に も存在す
る 事が 報告 され て い る(Eoiv ula a nd Koivu s alo , 1975 ;Nakayasu . 1978
; Lee, 1 979) ｡ そ の 臓器 内分 布ほ 肝 に極 め て多く ( 中安､ 1 98 3) ､
Koivu1a and Eoi vu s alo ( 197 5)に よ る ラ ッ ト肝細胞内 ア ル デ ヒ ド デヒ ド ロ
ゲ ナ - ゼ の 分 布ほ ､ ミ ト コ ソ ド リ ア 4 5 - 5 0啓 ､ Ms 3 5 - 4 5帝 ､ Cyto s ol
10 - 1 5解で あ り ､ Tot tm e r et all (1 97 3)は ､ ミ ト コ ソ ド t) ア 3 596､
M s 26 啓 ､ リ ソ ゾ - ム 20 9右､ 核 10 帝 ､ Cytos o1 4 序であると報告 し て い る ｡
Nakayasu( 1 978 ;1 98 3)は ､ M s 内在性デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ ほ 膜 結 合 の 状
態 で 存在 し ､ 牌質代謝 把 よ る 代謝物 の 代謝 的解毒 作用 を行 う酵素で ､ 主 把 長
鎖 ア ル コ ー ル や ア ル デ ヒ ドを 基質 と す る と報告 し て い る o 更托 そ の 特 徴 と し
て ､ 1) 活性中心 に S H基 を有す る ､ 2) NA D P よ り N A Dを主 な補酵 素 とす
る ､ 3) コ ー ル 酸 に よ り 可溶化 され る ､ 4) ア イ ソ ザ イ ム の 1 つ で あ る長鎖 ア
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ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ は , N E Mに よ り阻害さ れ るが I A A で は阻害 さ
れ な い ､ な ど も知 られ て い る(Lee, 1979; N akaya s u et al. , 1 978 ; 中安 ､
19 8 3)｡ こ れ ら の 特徴 と ､ 第 3 縞 で得 た
tt
N A D- 効果
' '
の 特 徴 と ほ 一 致
す る点 が少 な くな い ｡
そ こ で ､ 本編は ､ こ の M s 内在性長 銀デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ と
tt
N A D- 効果
”
と の 関連性 に つ い て ､ デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ の 阻害剤添加 の 影 響 ､ E P N から
E P No x o nの 生 成 ､ M s Cyt . P - 45 0 の 関 与 な ど の 面 か ら も 検討 を 加 え ,
{t
N A D- 効果
''
発現 の 作用機 序を 明確に す る事 を目 的 と し て 実施 し た ｡
第1章 肝ミクE]ゾ - ム内在性デヒドロゲナ - ゼ の 関与
4 - 1 - 1 N A D類 似 体 に よ る
モー
N A D一 効 果
”
と そ れ ら の 補 酵
素 能 と の 関連 性
く 実験方法 >
実験動物お よ び CE ase 活性測 定法は 第 3 編 に ､ 飼育法 お よ び M s調製法ほ
第 1偏 に従 っ て行 っ た ｡ 用 い た NAD(♂ - N AD) 類似体 は α - 打 A D(S igm a) ,
3 - ア セ チ ル ー N A D(Ae - py AD , Sigm a) , 3 - ア ル デ ヒ ド ー N A D
(py - A I AI)､ S igm a)お よ び 3 - ア ミ ノ ー N A D(Am
-
py A D､ Sigm a)
で あ り ､ そ の 構造式 を Fig. 4 - 1 に示 す o
本実験 で は _ 上記 N A D類似体 の 補酵素能 を知 る為 ､ 基 質 とし て デ シ ル ア
ル デ ヒ ド( n - デ カ ナ - ル ､ 和光純薬)を 用 い ､ M s ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ
ナ - ゼ 括性 をNakayas u et al . (1 9 78)の 方法 に従 い 測定 し た ｡ 特 性 測 定
用 混液 は ､ M s 懸 濁液( 蛋白量 約 0. 3 n汐) 0. 1 n12､ N A D お よび そ の 類 似 体
( 最終濃度 5 × 10
‾ 4 M ) 2 0jLL､ デ シ ル ア ル デ ヒ ド(同 5 × 10
‾ 4 M )
lo ll.e を1 飾 Triton X - 1 0 0を 含む 0.2 Mピ ロ リ ソ 酸 ナ ト l) ウ ム 後 衛液
(pH 9.0) 陀 て 全量 2 mteと し ､ 分 光光度計 の 恒温 (25 ℃) セ ル 中 で 5 分 間
反 応さ せ ､ 3 40 n m(a - お よ びβ - N AD)あ る い は 3 6 0n m(Ac - py A D ､
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py
- A I A D およびA m - py AD)における欧米変差 を測定 し求 め た . 尚 ､ 吸光
度 差 の 認 め ら れ た β - NAD と Ac - py A Dの 分 子 吸光係数ほ ､
お よ び 9. 1 C m
‾ l
･ m ole
‾ 1 で あ る .
将
x
…
L
N
k%NN)
u
c”
2
0 P
b竺
p
b
o
H哲
/
O H O H OH O H
Co mpo u nds
N A D - C O N 甘
2
Ac - py A D - C O C H3
py - AI AD - C 刃O
九州 - Py A D - N H2
F 土g. 4 - 1
Che mic al str u ctu r e of W A Da nd i ts a n alogs
それぞれ 6.2 2
く 実験 結果 >
Table 4 - 1 托 ほ ､ 種 々 の N A D類似体 を用 い た 時 の
tt
N A D- 効果 ” を示
し ､ Tab le 4 - 2 は､ M s ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 対する N A D類似体
の 補酵素能 を示 し て い る ｡
tt N A D- 効果 '' は ､ β - NAI)と Ac - py A D での み 顕著 に認 め ら れ､ α -
N A D､ py
- A I A D お よ び Am- py A D は､ 1 × 10
‾ 4 M 添加 で も作用 を示
さな か っ た . デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ に 対す る 補 酵 素 能 は t
t
N A D- 効果 '' と よく
一 致 し て お り ､ そ れ ほ β - N AD と Ac - py A Dで の み 認 め ら れ
モt N A D 一 効
果 ” と デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ に対す る補酵素能 と ほ ､ 密接な 関係 に あ る 尊が示 さ
れ た ｡
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Table 4 - 1 Efでe ct of M A Da nd its allalogs o n the
EP N- indu c ed inh ibi tio n of c a rbo xyle ste r a s e
Add 土七io n Ca rbo xyle s七e r a s e a c七iv土七y
Co ntr ol
E PN
EPN ＋ よ - M A D
E P N＋ β - N A D
E PN ＋ Ac - p y A D
E P N＋ p y
- A I A D
E P N＋ Am - py AD
5 Ⅹ
1 x
10
- 5M)
10
- 4M)
(5 x 10
- 5
M)
(5 x 10
- 5M)
(5'x 10
- 5M)
(1 x 1 0
- 4M)
(5 Ⅹ 1 0
- 5M)
(1 x 1 0- 4M)
67. 7 十 2 .0
6 3. 5 ＋ 2 . 3
6 3. 4 ＋ 2 .1
62. 2 ＋ 1 .8
4 . 4
4 . 3
＋ 0 . 6#
＋ 0 . 4せ
63 . 4 ＋ 2 . 4
62. 5 ＋ 3. 1
6 3. 7 ＋ 2. 4
64 . 4 ＋ 2 . 4
Carbo xyleste r a s e a ct ivity w a s sho w n a s n rn ole s
B Z Hfo r m ed/mg pr otein/3 0 min . T he c o n c e ntr a-
t io n of E P Nu s ed w a s1 x 10
- 5M . Numbers in
pa r e nthe s e s r epr e s e n七 七he c on c en七r a七土o ns of
､
e a ch H AD a n alogs u s ed ･ Ea ch valu e is 七he mea n
土 S. E . fr o m 七hr e e e xpe riments .
せ
p く 0 ･01:sho w ed
a s七a七is七ic a11y s lgnific an 七 difTe r e n c efr o mthe
E P Nalo n e gr o up ･
Table 4- 2 Co mpa ris o n of aldehyde dehydr oge n a s e
a ctivity in t he e xiste n c e of NA D a nd i ts
a n alogs a s a c ofa c七o r
Add土七土on
M ic r o s
.
o m al al dehyde
dehydr oge n a s e a ct ivi ty
dJ - NA D
β -MA D
Ac - p y A D
py - AI A D
Am - p y A D
0 .0
4 8.9 ± 1 . 2
1 9. 9 土 1 . 2
0 . 0
0.0
A l dehyde dehydr oge n a s e a c七ivi 七y w a s show n a s
NAD H n m ole s/mg pr otein/m土n . Co n c e n七r a七io n s of
､
N A Da nd fo ur MAD a n alogs u s ed w e r e 5 x 1 0
- 4M ･
De cylal dehyde w as u sed as a subs七ra七e . Ea ch
v alu e i芦 七he m e a n j= S . E . from 七hr e e e xpe rim e nts .
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4 - 1 - 2 NE Mに よ る デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 阻害 と
叩
NA D 一 効 果
”
お よ び E P No x o n生 成 と の 関 係
く 実験 方法 >
使用数 物お よ び コ ー ル 酸 把 よ るM s の 可溶化 法は 第 3 編 に ､ M s デ ヒ ド ロ ゲ
ナ - ゼ 活性卸定法 は ､ 4 - 1 - 1 に従 っ て 行 っ た o 第 3 編 に て ttN A D- 効果
”
を消失 させ る事が知 られ た N E M ほ､ 最終濃度 1 × 10
- 5 M - 1 × 10
- 3 M に
な る様 ､ C Ease 活性測定 で は 0･2 M ト リス 一 塩 酸 緩衝液(pH 8.0) に 溶解
し ､ プ レ イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ 時 に添加 し た o ま た ､ デ ヒ ド･ロ グ ナ - ゼ 活性測
定 で ほ ､ 0･ 2 M ピ ロ リ ン 酸 ナ ト L)ウ ム 緩衝液(pH9.0) に溶解 し ､ 基 質 添加
の 前 に活 性測定用混液 に添加 し た ｡
E P Nox o n生 成 の 実 験は ､ 第 3綴 ､ 3 - 2 - 2 で示 し た 可 溶化 M s の 上 澄
(sup)で の
tt
N A D- 効果
” を更に 明確 な も の とす る 目的も含め ､ 酵素材料
と し て s up を 用 い て 実施 し た ｡ N E Mの最 終濃度は 1.5 m M とし ､ 反 応開始時
に 添加 した .
く 実験 結果 >
F ig･ 4
- 2 は ､
tt
N A D一 効果
” とM s ア ル デ ヒ ド デヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 活性把
お よ ぼすN E M添加 の 影響 を示 し て い る o
N EM 添加量 の 増加 托 伴 い M s ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活性 ほ 低下 し ､
一 方 ､ ttN A D 一 効果 '' は そ れ 把 比例 し て 消失 した . ま た ､ デ ヒ ド ロ ゲ ナ -
ゼ を介さ な い N A D H添加に よ るC Ease 阻害増 強作用 ほ ､ N E M添 加 に よ り
影 響を受けな か っ た ｡
こ の 事 は ､ ttN A D一 効果 ” 発 現 に M s 内在性 デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ が関 与 して
い る事 を示唆 し た ｡
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Fig ･ 4 - 2 Effe cts of N- ethylm a]eimide o nthe NAD-
effect a nd microso m al a]dehyde dehydroge n a s e
a ctivity･ Activities of ca Tbo xyJe steras e(CEas e) a nd
a‡dehyde dehydroge n as e(A LD H) a re sho w n a s
n m oles of B Z H for m ed/m g protein/30 min a nd
･n m o[es of NAD H fo rm ed/mg protein/min. r e spe c-
tiv eJy. T he c o n c e ntratio n s of E PN a nd NAD(H) u sed
w erelxl O1 6 M a nd 5×10- S M . ｢espe ctiveJy. Ea ch
pointisthe me a n ofthre e e xpe rim e nts.
Tab le 4 - 3 は､ コ ー ル 酸 で可 溶化 し た M s を酵素材料 とした時 の ､ C Eas e
活性測 定用混液中 で の E P Nox o n生 成量に お よ ばす N E Mの影 響 を示 して い るo
E PN の み で ほ 定量限界以下 で あ っ た E P No x o n生 成量 は ､ N A D添 加
(P M S F､ E I) T A添加 の 系も含む ) に よ り 0.9 - 1 帝 とな っ た ｡ こ の 値 は ､
第 3 編 ､ 3 - 3 - 1 で述 べ た 可 溶化 し な い M s を用 い た 成溝 の 約
1/3 で あ り ､
ま た ､ 3 - 2 - 2 に おけ る C Ea s eに対す る N A Dの 作用 程度 を 裏 付 け る 結 果
で も あ っ た o 一 方 ､ こ の N A D添加 に よ り増加 し た EP Nox o n生 成量 は ､
N EM 添加 に よ り定量 限界以下 と な っ た .
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でab le 4 - 3
EHe cts of N A Do nthe e n zym aticfo r m atio n of EPNo x o nfr o mE P N in the s uper n at nt of liv er
mic ro s o m e s afte r cholatetre atm e nt
A dditio n E P Nox o nfo r m ed(1 0
‾ 7 M) %(E P Noxon/E P Nad ded)
E P N N.D .
E P N＋N A D 1.2 8土0 .1 5
E P N＋N A D＋ N E M N.D .
EP N＋N A D＋P M S F＋E D TA 1.4 8土0 ,1 2
EP N＋N A D＋ P M S F＋E D T A＋N E M N.D.
0.8 5
0.9 9
N .D
.
:一e sstha n0.5×1 0
- 7 M . T heinitial c o n c e ntratio n of EPN ad ded w a s1 .5×10
‾ 6 M . T he c o n c e n-
tratio n s of N A D, N E M. P M S Fa nd ED T Au s ed w er e7.5×1 0
- 6 M. 1.5 m M . 1 m M and 4.5×1 0
- 6 M in
5 m[of in c ubation mixture
.
r e spe ctiv e(y. Liv er mic ro s om es wer e solubitiz ed byadditio nofs odium cho】ate
(1 mg/mg protein) atO
'
C for30rnin. Each v alu eisthe m e a n土S･E･ fr o mLo u(e xperim cnts･
4 - 1 - 3 ジス ル フ ィ ラ ム 添 加 の
tt
N A D- 効 果
”
に 与 え る 影 響
く 実験方 法 >
デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ の 阻寄 剤と し て 知 ら れ る ジ ス ル ア イ ラ ム ( 和光純薬)
(K iedga a rd, 1 9 4 9 ;Gr aha m, 1 9 5 1; S trip pet all , 1 9 69 ;K its o n,
1975)は ､ 1 × 10
‾ 6 M - 1 × 10
‾ 4 M とな る 様 ､ C Ea s e活 性測 定 用 混 液 紅
ブ レ イ ン キ ュ べ - シ ョ ン 時 に添加 した ｡
< 実験結 果 >
Fig. 4 - 3 ほ ､
tt NA D(I) - 効果
”
把 対す る ジ ス ル ア イ ラ ム の 影響 を 示
し て い る ｡
対 照 お よ び EP N添加 の 系 で の C Ea s e活性 は ､ ジ ス ル フ ィ ラ ム の 添加 量 托
伴 な っ て 低下 し た o そ し て ､ N AD およ び NA D H添加に よ り見ら れ て い た 阻
害増 強作用 は ､ 5 × 10
‾ 5 M - 1 × 10
‾ 4 M で消失 し始め た o し か し ､ そ の 硝
l
失 は ､ C Ease 活性 そ の もの の ジ ス ル ア イ ラ ム に よ る阻害 と 同程 度 と な っ て
し ま っ た 為 ､ 本実 験 よ り
tt
N A D- 効果 '' の ジ ス ル フ ィ ラ ム 托 よ る 消 失 ほ ､
そ の 傾向 と し て 認 め ら れ る も の の ､ 明 確に 述 べ る尊 ほ 出来な か っ た o
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F ig ･ 4 - 3 Effe cts of dis u!fira m o nN A D(H)- m ediated
pote ntiatio n of the a nts- c arbo xylestera s e a ctio n of
EPN. T he c o n c e ntratio ns of E P N. NA Da nd N A D H
u s ed w erelxl O‾ 6 M . 5×1 0
- 5 M a nd 5×10
- 8 M .
r e spe ctiv e‡y. Ea ch pointisthe m e a n ofthre e e xperi-
m e ntS.
4 - 1 - 4 NA D(H) に よ る カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 阻害 増 強
作 用 に お よ ばすデ ヒ ド p ゲ ナ - ゼ の 基 質 添 加 の 影 響
く 実験 方法>
M s に 存在す る長銀 ア ル コ ー ル デ ヒ ドロ ゲ ナ - ゼ (NA D＋ ォ キ シ ド レ ダ ク
♂ - ゼ )(Lee, 1979) の 基 質 とな る セ チ ル ア ル コ ー ル ( - キ サ デ カ ノ ー ル ､
東京化成 )ほ ､ 所定 濃度 と な る様 ､ C E as e活性測定用 混液 に プ レ イ ン キ ュ べ
- シ ョ ソ 時陀 添加 し た . 本実験 で の N A D(H) 添加濃度は ､
tt
N A D(H) - 効
果 ” - の セ チ ル ア ル コ - ル の 影響が 明瞭 とな る様 ､ N AD ほ 1 ×1 0
‾ 5 M ､
N A D Hほ 5 × 10
‾ 8 M と､ こ れ ま で よ り低 濃度 と し た o
く 実験結果 >
Fig･ 4 - 4 は ､ E P N に よ る C Ea s e阻 害の NA Dお よ び N A D H に よ る阻 害
- 76 -
増強作用 に お よ ば すM s デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ の 基 質( ア セ チ ル ア ル コ ー ル ) 顔
加 の 影 響を示 し て い る ｡
セ チ ル ア ル コ ー ル 2.5 × 10
‾ 5 M 添加 に よ り ､ N AD の 作用 ほ 更に 強 い も の
とな っ た が ､ N A D Hの 作用 は 特 把増 強 さ れ な か っ た ｡ こ の 事ほ M s デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ が そ の 基 質 を 利 用 し て N AD をN A DtIに 変換 させ , そ の 結果 ､
さら に ttN AD - 効果 ” を促進 させ た 可能性 を示唆す る もの で あ っ た o
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Fig. 4 - 4 Effe cts of c etyla‡c ohol o nthe N A D
- effe ct.
The c o n centration s of EP N. N A Da nd N A D Hus ed
w erel xlO
- 6 M, 1×1 0
- 6 M a nd 5×1 0
‾ 8 M . re spe c-
tively. Ea ch c olu m nis the m e a n oftw o e xperim e nts･
第2章
"
N A B- 効果
”
へ の肝ミクE3ゾ - ムチトクn - ムP･450の関与
4 - 2 - 1 SK F 5 25 - A 添 加 の 検 討
< 実験 方法>
Cyt. P
- 4 5 0の 阻害剤 で あ る S K F525 - A ほ､ C Ea s e括性測 定 用 混 液
に ､ プ レ イ ン キ ュ べ
- シ ョ ソ 時お よ び そ の 後 の 基質添加時 の 2方法 で ､ い ず
- 7 7 -
れ も 1 rnM ( 最終濃度 ) 添加 し た .
く 実験 結果 >
Table 4 - 4 ほ､
tt
N A D- 効果 '' 陀 対す る SK F 525 - A 添加 の影 響 を示
し て い る ｡
プ レ イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ 時 托 S K F5 2 5- A_ を添 加す る尊 に よ り ttN A D-
効果
” は 消失 し た が ､ N A D- N A D 王iの 変換が す で に 終了 し て い る と 思 わ れ
る 基質 と の 同時 添加 で は S K F52 5- A の 影響 ほ 見 ら れな か っ た .
Table 4 - 4
Elfe cts of S K F 52 5- A o n N A D- m ediated pote ntiation ofthe a ntトc ∂rbo xyle stera s e a ctio n oF
E P N
A d ditio n
Prein c ubatio n lnc ubation
Carboxylester a s e % of
a ct Mtv co ntr ol
No n e(contr o一)
S K ド5 2 5-A
E P N
E P N＋ N A D
E P N十N A D十S K F 5 2 5- A
E P N＋N A D
E P N＋S K F 5 25- A
IJo n e
No n e
No n e
Non e
No n e
S Kド5 2 5- A
M A D
5 2.4よ7
.
2
46.7(n = 2)
4 6.2土6.0
9.4土0.8
.
4 5.8土3.4
7.2土0.6
●
4 7,2土4.0
1 0 0.
8 9.1
8 8.2
1 7.9
87.4
1 3.7
90.1
Liv er micro s o m e s w er epr ein c ubated at3 7
●
C for1 0min with 0.5 mlof Tris- H CI buffe r(pH 8.0)plu sthe
additio nnsted inthetablein alo ta‡v o[u m e of 1.O mI.. Atthe e ndofprein c ubatio n. 0,5m[ofthe s ubstr ale
solutio n(is o c a rbo x ∂zid. 3 m M) w a s ad ded. T hein c ubation w a s c o nti u ed for afurther30m舌n at3 7
●
C
.
a nd the n e n zym e a ctivity w a s as s ayed. T he c o nce ntr ations oF E P N. A Da nd S K F 5 2 5- A u s ed w er e
l xl O
‾ 6 M . 5×1 0
- B M a nd 1 m M
,
r e spe cliv ely. C8rbo xyle stera se activityis sho w n a s n mole s B Z H
for m ed/m g protein/3 0min ･ Ea chv aトリeislh6 m e a n土S.E.from thr e e e xperim e nts.
'
P<0.0 1. sta tistic al一y
significantdifre e nc8from the E PN- added gr o up.
4 - 2 - 2 KS C Nに よ る チ ト ク ロ ー ム P - 4 5 0量 の 減 少 と
-t
NAD - 効 果
”
と の 関係
く 実験 方法>
Cyt･ P - 450 量 の 測定は ､ M s 懸濁液 (蛋 白量 約 3 ny ) 0. 1 仇2､ E P N溶
液( 最終濃度 1 × 10
‾ 5 M) 0. 2 5Hle､ N A D( 同 5 × 10
- 5 M) 0. 25 n12お よ
- 78 -
び 0･ 2 M トリ ス - 塩 酸 緩衝液(pH 8. 0) 0. 15HLeを含む C Eas e 清性 測 定 用
混 液に ､ 種 々 の 濃度 の E S C N(チ オ シ ア ソ 酸 カ ･) ウム ､ 半井 化学 ) 0.2 5 me
を 加え ､ 3 7℃ ､ 10 分 間イ ン キ エ ペ - シ ョ ソ し た . こ の 反 応液を 0.1 M リ ソ
酸 緩衝液(pH 7･ 4 ､ 20 飾 グ リ セ ロ - ル お よ び 0･ 2帝 エ マ ル ゲ ソ 913 を 含
む ) に て ､ 蛋 白量が約 1 mg/pLeとな る様 に希 釈 し ､ そ の 3n!Cを用 い ､ 第 2 編
の 方法 に従 っ て 行 っ た . ま た ､ C E早Se 活性 軌定実験 把 お け る E S C Nの 添 加
は ､ プ L' イ ン キ ュ べ - シ ョ ソ 時 に行 っ た ｡
く 実験 結果 >
F ig･ 4
- 5 は
､
tt
N A D- 効果
” と M s C yt. P - 45 0畳 に お よ ば すESC N
の 影 響を示 して い る ｡
"
NAD - 効果
”
は KS CN 添加量 に伴 な っ て 消失 し ､ 0.2 5M添加 でCE a s e
活性 は は ば 回復 し た ｡
- 方 ､ Cyt･ P - 4 5 0量ほ ､ K SCN の 増 加に 従 い t
t
NAD - 効果
”
の消失 と
比 例的 に滅少 した .
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4 - 2 - 3 N A D(H) お よ び N A D P(E) 添加 に よ る E P No x o n
生 成 の 検 討
く 実験方法 >
実験動物は 第 3 編に ､ E P No x o nの 定量 ほ 第 1 編 陀 従 っ て 行 っ た ｡
< 実験 結果 >
F ig. 4
- 6 は ､ E P N に よ る C Ea s e活性 阻害 と ､ 活 性 測 定用 混液 中 で の
E P Nox o n生 成に お よ ぼす NAD ､ N A DP ､ N A DHお よ び NA D P H添加の影
響 を示 し て い る｡
E P N に よ る C Ea s e活性阻害 に 対 し て ､ N A D H お よび N A I) P H ほ強 い 阻
害増強 を示 し ､ 1 × 10
- 5 M で は ぼ 10 0啓阻害 し た . NA Dほ 前 者 よ り 弱 い
も の の 1 × 10
‾ 4 M 添加 で ､ は ば 1 0 0摩 阻 害 し た . し か し ､ N A D P はそ の
作用 が 帝く 5 ×10
- 4 M でも約 50 帝の 阻 害 で あ っ た ｡
一 方 . EP;N o x o n生成 に お け る こ れ ら 4 種 の ビ リ ジ ン 芦 ク レ オ チ ド の 作 用
ほ ､ C Ea s e活 性 に 対 す る 作用 と 良好 に 対応し て お り ､ EPN昨:よ るCEa s e
活性阻害と ビ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド依存性の E P Nの 代謝的 活性化 と が ､ 密
接 な 関係托 あ る事を 更 に 支持 し た .
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a nd fo r m atio n of EPNoxonin vitro . Theinjlialcon c e ntratio n of E P Nadded w a s1 xl O
‾ 6 M in 1.5 mlof
in c ubation mixtur eforthe c a rbo xyle ste ra s e a s say a nd 1.5×1 0
-6 M in 1 mJof in c ubatio n mixtu r efo rthe
E P No x o n a s say. Ea ch pointis the m e a nofthre e experim e nts .
第3章 考 察
第 3 縮 に お い て 推定 し た
tt
N A D- 効果 ” に 対す る､ 肝M s 内在性長鎖 デヒ
ド ロ ゲ ナ - ゼ の 関与 の 可能性 に つ い て ､ 本 編に て 更 に検討 した 結果 ､ 次 の 結
論 を得 た . 即 ち ､ 1) ttN AD - 効果 ” と肝M s 長銀 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ に 対 す る N A D類似体の 補酵素能 とは 良好に 一 致する (Table 4 - 2)､
2)N EM に よ る ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 括性 の 阻害 と ､
tt
N A D- 効果
”
の 消失 と は 良好 に 一 致 す る ､ 3)デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ を介す る NAD からN A D H
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へ の 変換を必 要 と し な い NADIiの 添加 の 系 で ほ ､ デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ 阻 害 の
影響を 受け な い ( 以上 Fig . 4 - 2)､ 4) M s 内在性長 銀 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ
ゲ ナ - ゼ の 基質添加 に よ り N A Dの 作用 は 更 に 増 強され た が ､ N A DH の 系で
は 変化が 認 め ら れな い (F ig. 4 - 4 ) ､ な ど で あ る ｡ こ れ らは い ずれ も
tt NAD - 効果 '' へ の M s 内在 性長 鎖 ア ル コ ∵ ル 又 ほ ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ
- ゼ の 関与 を強く 示唆す る も の で あ る｡
F ig･ 4
- 3 は､
tt N A D一 効果
” に 対す るジ ス ル ア イ ラ ム 添 加 の 影 響 を 見
た も の で あ る o ジ ス ル フ ィ ラ ム ほ ､ 4 - 1 - 3 で述 べ た 様 に デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ
の 阻害剤 で あ る と共 に ､ Cyt･ P - 4 5 0系 の 阻害 剤で も あ る (S trip pet al. ,
1 96 9) . 更に , F ig･ 4 - 3 の ご と く C Eas e活性 も著 る し く阻害され てお り､
こ れら 複数 の 酵素阻害の 為 ､
tt
N A D一 効 果 ” の 消失 を 明確 に 述 べ る 尊 は 出
来 な か っ た も の の ､ N AD 添加 の 系に お け る ジ ス ル ア イ ラ ム に よ る tt NAD 一
効果
”
の 消失程度が N A D Ⅱ添加 の 系に 比 べ て わず か し か 大 で な い尊 から ､ ジ
ス ル ア イ ラ ム に よ る
tt
N A D一 効果 '' 消失 は ､ 第 1 に Cyt. P - 45 0系 の 阻害 ､
第 2 にデ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ の 阻害 ､ の 両者 の 阻害 の 結果 で あ る と考え ら れ た .
第1 章 の 成績 よ り ､ t N A D- 効果
”
- の M s 内在性長鎖 デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ
の 関与が 明確 と な っ た の で ､ 第 2 章で は ､ そ の デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ を 介 し て 生
じ た N A DfIを電 子供 与体 とし て 要求 する Cyt. P - 45 0の 関与 と
tt
N A D一
効果
''
と の 関係 を検討 し た ｡
N A DH の C yt･ P - 4 50 系 へ の 電子 供 与体 と し て の 作用 は ､ Cyt. b5 を 経
由 する 系 と し て すで に知ら れ て い る事 で あ る が ､ そ の 作用 は N A D P Hの そ れ
よ り 2 0 - 6 0帝少な い (Nakatsu ga w aet al. , 1 9 65 ;Le eling and Casida,
1 96 6;M o rel lo et all , 1968 ; Hitchco ok a nd Mu rphy, 19 7 ユ ;Shish ido
et al･ ･ 1972) か ､ あ る い は 同等(Ca sida, 1 9 61; Ago sin et all ,
J
19 6 9)
で あ る とす る説 と ､ 逆 に
■
N A DH の 方が N A D P H より 有効 で あ る と す る 報 告
(John s o n and Dahn, 19 6 6)な ど､ 一 致 し て い な い ｡
Cyt･ p - 4 50 の 阻害剤 で あ る` s K F52 5 - A ほ､ ttN A D- 効果
” を完全 に
消失 さ せ (Table 4 - 4) ､ ま た Cyt. P - 450 を Cyt. P - 4 20 に 変換 さ せ る
(Im ai a nd Sato, 196 7) KSC Nの 添 加 もCyt. P - 4 5 0量 を減 少 さ せ ､
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そ の 時 tt N A D- 効果
''
は滅 少 した (F ig. 4 - 5 )o こ れ ら の 事実は ､
tt N A D- 効果 ” に C yt. P - 450 が関与す る尊 を示 し て い る .
Fig. 4 - 6 に 示 し た 成蹟 は ､ E P Nの C Ea s e清性阻害 と､ E P No x o n生成
に 対す るCyt. P - 4 50 の 関与 を最終的 に確 認し た 実 験で あ り ､ こ れ ま で 把
得 ら れ た
tt
N A D- 効果
”
の 成凍 と の 矛盾 ほ 認 め ら れ な か っ た ｡ ま た ､ E P N
の E P No x o n- の 交換 は ､ C Ease 活 性 の 阻 害程 度 と そ の パ タ ー ン に お い
て 近似 し て お り ､ こ の 事 は ､ C Ea seの 阻害が E P No x o nに よ り 生 じ た 結 果
で あ る尊 を再確認 し た ｡
ま た ､ C Ea s eの 阻 害増強作用 の 面 ､ あ る い ほ E P No x o n･の 生 成量 の 面 よ
り 見たCyt. P - 4 50 - の 電子 供与体 と し て の N A D P 王Ⅰお よ び N A D fIの 作用
は ､ は ば同等( わ ず か に N A D P Eの 方 が大) で あ り､ 先 に述 べ た Ca sida
(1961)お よ び Ago sin et al. (1 9 69) の 報告を支持す る も の であ っ た ｡
以 上 の 結果お よ び 考察 よ り ､ 有機 1) ソ 化合 物 に よ る肝 M s C 五っase 特性阻書
陀 対 する ､ N AD 添加 に よ り生 じ る阻害増強作用 ( tt NAD - 効果 ” ) 発現の
作用機序 を F ig . 4 - 7 に 要約 し た .
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くt N A D- 効果
”
の 作用 機序は ､ 連結 し た 4 段階 の 反応 に よ り 進 行 す る .
即 ち ､ 1) N A Dほ ､ 脂質代謝 に 関与す る 肝 M s 内在性長銀 ア ル コ
ー ル お よ び
ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ( 恐 ら く複数 の デ ヒ ド ロ ゲ ナ - ゼ ) と結 合 し ､
2 成分複合 体をま ず生成 し ､ そ の 酵素
･ N A D に長鎖 ア ル コ ー ル お よ び ア ル
デ ヒ ドが 結合 し ､ 3 成分 複合 体 を形成 す る ｡ 3 成分 複 合体 は 脱水素反 応を 受
け N A Dは 還元 さ れ N A I) E とな り ､ 解離さ れ る . こ の N A D H生 成 こ そが ､
ttN A D- 効果 ” の 初発 段階で あ る . 2)N A D Hほ ､ Cyt･ P
- 45 0 依存 の 有
機 リ ソ化 合物 の 酸化 的脱硫イヒ反応 に電 子 供与 体 と し て 利用 さ れ る o 3) 生 成
成 した 0Ⅹon 塾 有機 リ ソ 化合物ほ ､ C Ea s eの 活性 中心 托 あ る セ
.) ソ 残 基 を ､
N A D非添加時 よ り ､ よ り 多く リ ソ 酸化す る ｡ 4) そ の 結 果C Ea se 阻 害 の 増
強作用 が発 現す る ｡
肝臓を 主 と す る 生 体内各臓器 に分 布す る C Ea s eは ､ 有 機 リ ソ 化 合 物 に よ
り リ ソ 酸 化さ れ る 一 方､ カ ル ポ キ シ ル - 不テ ル を有す る マ ラ チ オ ン な ど に対
し て ほ そ れ ら を加水分解す る 作用 (DⅦBois et al. , 1 96 8; Cohe n a nd
E hrich, 197 6 ;Fo n n u m a nd Ste rri, 1 9 8 1,
'
Motoyam a et al. , 19 84) &
も有す る事が知 ら れ て い る ｡ こ の 有機 l) ソ 化 合物 に よ る C Eas eの [) ソ 酸化 が
N A D添加 把 よ り ChEに比 べ て 顕著 に認 め ら れ た 本研 究 は ､ 有機 リ ソ化合物 の
毒性 を ､ 有機 1) ソ 化合物 が C h E と結合す る前 に そ の 1) ソ 酸 と結合 す る事 に よ
･り薬物結合蛋 白 と し て の ､ 場 合 に よ っ て は 有機 リ ソ 化 合 物 水 解酵 素 と し て
あ る程度軽減す る 作用 を持 つ CE as eの 生 体内 で の 役割 を ､ M s レベ ル で生 化
学的 に解明 した も の で あ る ｡
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総 楕
ラ ッ ト肝 M s 膜結合 性 C Ea s eの 生化 学 的並 び に 薬理学的 研 究 の 一 環 と し
て ､ C Ea s eの 有機 リ ソ 化 合 物に よ る 阻害 と ､ そ れ に お よばすラ ッ ト 肝 Cyto -
s ol お よ び N A D添加 の 影 響 を検 討 し ､ そ れ ら の 作用機序を以 下 の 通 り 明ら
か に し た ｡
1. 有機 リ ソ化 合 物 で あ る E P N に よ る ラッ ト肝 M s C Ea s e活性の 阻害ほ ､
肝 Cytos ol の 添加 把 よ り顕著 托 増強さ れ た o そ の 作用機序 と し て ､ Cyto -
s ol中 に 存在す る N A D P Hが ､ E P Nの M s チ ト ク ロ ー Å P - 450依存性酸
-
化的脱硫化反 応 の 電 子供与体 と し て 利用 さ れ ､ そ の 結果 ､ EP No x o n生 成
量 が増加 し ､ C Ease 活性 の 阻害が増強さ れ た 事を 明ら か に し た ｡
21 絶食ラ ッ ト の 肝 Cyto s ol を用 い た 場合 ､ 1. に 述 べ た 現 象が認 め ら れ ず ､
6
- A N投与 絶食 ラ ッ ト の 肝 Cyto s ol の 添加 で は見られた ｡ こ の事か ら 6 - A N
ほ絶 食に よ り 淡少 し た Cyto s ol 中の N A D PH を増加 させ ､ そ の 結果 , Ms
薬物代謝酵素系が 促進さ れ た 尊 を 明ら か に し た .
3･ N A Dの 添加に よ り ､ 有機 リ ソイヒ合物 托 よ る肝 M s C Ease 特性阻害 の 顕
著 な増強作用 が認 め ら れ た . こ れ を
tt
N A D一 効果 ” と称 し . こ の <<N A I)
一 効果
”
の 発 現機 序 を検討 した 結果､ 第 1 段階と し て 肝M s 内在 性 長 鎖デ
ヒ ド ロ グ ー ゼ が極 め て 密接紅関与 し て い る事 を明 ら か に した . 即 ち ,
1) 肝 M s に 存在 す る N A I)要求性の 長鎖 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を介 し て NA D
が N A D Hに変換 さ れ ､ そ れが
q
N A D一 効果
”
の 引 き金 と なり ､ 2) 有機 1)
ン 化合 物の M s チ ト ク ロ ー ム P - 450依存性酸 化的脱硫化反応 に ､ こ の
N A D IIが電 子供与 体 と し て利 用 さ れ る ｡ 3) 生 成 した 0 Ⅹo n 塑 有機 t) ソ 化
合 物が ､ C Ea s eの セ リ ン 残 基を よ り強力に 1) ソ 酸 化 す る結果 ､ 4) N A D
非添加 時 と 比 べ て , C Eas e括性阻害が増 強 され る ｡ 以上 1) - 4)紅述 べ た
一 連 の 作用機序 に よ り
t'
N A D一 効果
'' が発 現 し た もの で あ る事 を 明 ら か に
した ｡
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掲載堆誌目録
第 1 編 の 内容 は ､ Japa n. J. P ha r m a c ol･ ' 3 5, 433 - 4 3 7(1 9 8 4) 托 下 記
表 題 で 掲 載 され た も の で あ る｡
Potentiatio n of E P N- indtl C ed inh ibit on of liv er mic r o s o m al
c a rboxyle ster a s eby ad ditiqn of l iv e r cyto s ol fr o m 6 - a mino -
nie otinam i de - tr e ated, sta rv ed r ats .
第 2 縞の 内容 は ､ Arch. int. P ha r m a codyn . The r. , 269, 20 - 33(19 84)
に 下 記 表題 で掲載さ れ た も の であ る .
Ef fects of a single administr atio n of 6 - amin o nic ot in a mi de
o nhepatic micr o s o m al dr ug m etabol is m in r ats.
第 3 飼 ､ 第 1章 の 3 - 1 - 1 お よ び3 - 1 - 2 ､ お よ び第 4 編 ､ 第1 章 の
4 - 1 - 1 の内容は ､ Re s･ Com rn n. C he rn. Path. Pha r m ac ol. に 下 記表題 で
投稿中で あ る ｡
In e r e ase in ant 卜 e a rboxyle ste r a s ea ction of o rga n opbo spo r o
-
tbio ate s by nieotin a mide ade nin e dinlleleoti de(N A D).
第 3 編､ 第 1葦 の 3 - ー 3 ､ 第 2章 の 3 - 2 - 6 お よ び第 3章 の 3 - 3 - 1
か ら 3 - 3 - 3 の 内容 は ､ Japa n･ J ･ P ha r m a col. , 37, 39 - 44(19 8 5) に 下
記 表題 で掲載 さ れ た もの であ る ｡
Enhance m e nt of t he b inding of 0
- et hyl 0 - p
- nitr ophenyl
pbe nylpbo spbo n ate(EPN ox o n)to mie r o s o m al e arboxylesteta s e
by 打A D in vitr o.
- 8 7 -
第 3 編､ 第 2葦 の 3 - 2 - 4 の内容ほ ､ Re s･ Co m m u n･ C be m･ Patb･
p ha r m a c ol. , 26, 5 4 7- 5 62(1979)に 下 記 表題 で 掲載 さ れ た も の で あ る .
P ote ntiatio n oゴ ethyl pa r a
- nitrophe nyl phenylpho sphono
-
thio ate(E P N) - induced inh ibit o n oゴ 1 iv e r mic r o s o m al
e a rbo xyle ste r a s eby N A D in vitr o in rats ･
第 3 編､ 第 2章 の 3 - 2 - 2 ､ お よ び 第4 病( 第1 葦 の 4 - 1 - 1 を 除 く)
の 内容 は ､ Japa n･ J･ P ha rm a c ol･ ,37, 245
- 252(1 9 85 )に 下記 表題 で 掲
載 さ れ た も の で あ る ｡
N A D- c o upled e n zym atic o xi datio n of 0 - ethyl 0 - p - nitr o-
phe rly phe nylpho sphonoth io ate(E P N)to its oxy ge n a n alog with
live rm iero s o m e s of rats ｡
第 3 編お よ び第 4 編 の 内容 ほ ､ 総 括 と し て J. でo xie ol. S°i., 9, 30 0
(1984) に 下記 表題 で掲載 され た .
N A D- m ed iated potentiatio n of a nti
- c a rboxyle ster ase actio n
of E P N(5);Pa rticipatio n of mic r o s o m al dehydr oge n a s e(s).
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